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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞のサブセットを、前記細胞のサブセットを特徴付ける標的に特異的な結合ドメイン
を用いて検出する免疫組織化学（ＩＨＣ）方法であって、該方法が細胞試料中の前記細胞
のサブセットをエクスビボで検出することを含み、細胞試料は前記細胞のサブセットを含
むか又は含むと仮定され、前記細胞試料の摘出より前に前記結合ドメインを投与された被
験体から得られたものであり、前記結合ドメインは蛍光標識で標識されており、前記検出
は直接的免疫組織化学により行われる、方法。
【請求項２】
　前記細胞のサブセットが腫瘍細胞から成る請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記標的がタンパク質、ペプチド、酵素、核酸、多糖、脂質、受容体、細胞性標的及び
／又は腫瘍抗原である請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記結合ドメインが抗体である請求項１～３の何れか一項に記載の方法。
【請求項５】
　直接的免疫組織化学による前記検出が、前記蛍光性標識結合ドメインの存在を検出する
ことを含む請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記被験体が、前記組織サンプルの摘出より前に、治療的に有効な用量において前記結
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合ドメインを受けている請求項１～５の何れか一項に記載の方法。
【請求項７】
　請求項１～６の何れか一項に定められている方法であって、
　　（ｉ）インビボで標的に結合可能な結合ドメインの同定、又は
　　（ｉｉ）標的により特徴づけられている腫瘍に治療的に活性に作用する傾向の結合ド
メインの選択、
のための方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は本質的には、細胞のサブセットを、前記細胞のサブセットを特徴付けている標
的に特異的な結合ドメインを用いて検出する方法であって、該方法が前記細胞のサブセッ
トをエクスビボで検出することを含み、前記結合ドメインが、前記細胞のサブセットの摘
出より前に、前記細胞のサブセットを含むか又は含むと仮定される被験体に投与される方
法に関する。本発明はまた、ここに定められている方法における、ここに定められている
通りの結合ドメインの使用に関する。ここに定められている方法において使用される診断
組成物の調製のための、ここに定義されている通りの結合ドメインの使用も考えられる。
別の態様では、本発明は、ここに定められている方法において使用されるここに定められ
ている通りの結合ドメインに関する。ここに定められている通りの結合ドメイン、及び前
記結合ドメインを被験体に投与するための手段を含んでなるキットであって、場合によっ
てはここに定められている方法を用いて前記結合ドメインを検出するための手段を含んで
いてもよいキットも開示されている。別の態様では、本発明は、ここに定められている方
法によって同定される前記結合ドメインに有利に応答する傾向である患者の治療のための
薬学的組成物の調製のための、結合ドメイン、好ましくは治療的効果のある抗体、例えば
アレムツズマブ、アポリズマブ、セツキシマブ、エプラツズマブ、ガリキシマブ、ゲムツ
ズマブ、イピリムマブ、ラベツズマブ、パニツムマブ、リツキシマブ、トラスツズマブ、
ニモツズマブ、マパツムマブ、マツズマブ、ｒｈＭａｂ ＩＣＲ６２、ｒｈＭａｂ Ｂ-Ｌ
ｙ１及びペルツズマブ等（その組合せ含む）の使用に関する。
【０００２】
　モノクローナル抗体によって腫瘍関連表面抗原を標的にすることは、異なる悪性腫瘍の
治療に対する成功法である。しかしながら、任意抗体による治療的介入より前に、関連抗
原の発現が確認されなければならない。これはしばしば、外植腫瘍組織のホルマリン固定
及びパラフィン包埋手順後に、一般的な免疫組織化学（ＩＨＣ）又はｉｎ ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーションによって成される。治療抗体による処置は、関連する腫瘍関連標的抗
原が確認された場合にのみ正当化される。放射標識抗体に基づく体内分布法も同様に検討
されている(Decker et al., Nucl. Med. And Biol., 35 (2008),pp. 599-604)。しかしな
がら、これらの方法は、生体及び／又は外植臓器内の抗体の体内分布に対して幾らかの洞
察を与えるだけである。
【０００３】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）は、特異的試薬として標識抗体の使用による、蛍光色素、酵素
、放射性要素又はコロイド金等のマーカーによって可視化される抗原-抗体相互作用を通
した、組織切片における抗原の局在化である。免疫組織化学は一般的に次の工程から成る
：ａ）一次抗体が特異抗原に結合する；ｂ）抗体-抗原複合体が二次の標識された抗体に
よって結合される；ｃ）標識、従って抗原（存在すれば）が、抗体-抗原結合の部位で検
出される。二次抗体は一般的に、そうでなければ十分な検出に低すぎうる検出シグナルを
増強するために用いられる。 
【０００４】
　Albert H. Coons及び彼の同僚(Coons et al.1941, 1955; Coons and Kaplan 1950)が初
めて、蛍光色素によって抗体を標識し、組織切片において抗原を同定するためにそれを使
用した。免疫組織化学技術の拡大及び発展により、酵素標識、幾つか挙げるとペルオキシ
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ダーゼ、及びアルカリホスファターゼ、並びにコロイド金など、が導入された。免疫組織
化学染色は、癌性腫瘍に見られるものなどの異常細胞の診断において広く使用されている
。他の特異的分子マーカーは、増殖又は細胞死等の特定の細胞事象の特徴である。ＩＨＣ
はまた、バイオマーカーの分布及び局在、及び生体組織の異なる部分において異なって発
現されるタンパク質を理解するために、基礎研究において広く使用されている。免疫組織
化学は特異的抗原-抗体反応を含むため、限られた数のタンパク質、酵素及び組織構造の
みを同定する従来使用された特別な酵素染色技術に対し、明らかな利点を有する。従って
、免疫組織化学は極めて重要な技術となり、多くの医学研究所並びに臨床診断において広
く使用されてきた。
【０００５】
　ＷＯ２００８／０３３４９５は、ＥＧＦ受容体に特異的な特定の抗体クローンが、皮膚
疾患、特に乾癬の検出及び治療に有用でありうるという驚くべき発見について報告してい
る。前記抗体はまた、インビボイメージング方法及び「古典的」ＩＨＣベース方法に対し
ても提案されている。インビボイメージング方法が、検出より前に抗体の投与を必要とす
る一方で（前記文献の請求項２６及び３３並びに段落［００４１］を参照）、ＷＯ２００
８／０３３４９５に開示されているＩＨＣ方法は（前記ＩＨＣ方法がインビボイメージン
グ方法の代わりに使用される）、問題の組織の摘出後にのみ、標識抗体を標的細胞と接触
させる（特に段落［００４４］、［０１０２］及び［０１０３］並びに実施例１を参照）
。ＷＯ２００８／０３３４９５は、それぞれの組織サンプルの摘出より前に抗体を投与す
ること、及び結合した抗体をＩＨＣ方法によって検出することを開示も示唆もしない。
【０００６】
　組織調製は、免疫組織化学のコーナーストーンである。組織構造及び細胞形態の保護を
確実にするために、迅速かつ適切な固定化が必須である。しかしながら、不適切な又は長
期に渡る固定化は、抗原性標的が固定化手順の過程において変化又は破壊さえされるため
、抗体結合能を著しく減少しうる。これは、減少されたシグナル強度、シグナルの完全な
欠損、又は更に悪いことには、偽陽性及び／又は偽陰性シグナルをもたらし得る標的の変
更を導き得る。ＩＨＣ結果の信頼性は、従って、ＩＨＣ-固定化中の標的のありうる変更
に依存する。また、他の要因がＩＨＣ結果の信頼性に影響しうる。例えば固定化組織をパ
ラフィンに包埋することが標準的であるが、しかしながらそれは、ＩＨＣ測定に用いられ
る結合ドメイン（例えば抗体）が「パラフィン透過性」であること、すなわちその標的を
パラフィン設定において見つけることが可能でなければならないことを前提とする。ＩＨ
Ｃ研究に適用可能な抗体は、このような特定基準（例えばパラフィン透過性）を満たすよ
うに最適化されており、従って、治療抗体と異なる結合特性を有しうる。治療抗体は、一
般的に、パラフィン反応性ではなく、従って、治療的に効果のある抗体の他に、ＩＨＣで
の標的の検出に使用できる抗体の開発が必要である。「診断」及び「治療」抗体間のこの
差異は、しかしながら、問題となる傾向がある。例えば、早期及び進行ＨＥＲ２-陽性乳
癌の患者におけるトラスツズマブの印象的な臨床的有用性にも関わらず、全ての治療され
た患者が同様な程度の利点を得ない。分子標的治療であるため、トラスツズマブの臨床効
果は、治療の候補患者の腫瘍標本におけるＨＥＲ２ステータスの正確な評価に依存する。
現在、臨床設定におけるＨＥＲ２ステータス評価のための２つの最も標準化された方法は
、免疫組織化学（ＩＨＣ）及びＦＩＳＨである。上述方法を使用したＨＥＲ２-陽性腫瘍
を有する患者の信頼できる選択にもかかわらず、進行性乳癌を有する患者における単剤ト
ラスツズマブの奏効率（ＲＲ）は１９％～３４％のみの範囲である。これは、ＨＥＲ２過
剰発現を検出するために最も広く使用されているＩＨＣ方法は、トラスツズマブの特異的
標的部位の存在を実際には示すことができないからである。
【０００７】
　従って、当分野において、所望の標的（好ましくは細胞標的）及び／又はこのような標
的によって特徴付けられる細胞のサブセットのより正確で及び／又はより高感度な検出を
可能にする改善された方法に対するニーズがある。
【０００８】
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　従って、本発明の基礎をなす技術的問題は、エクスビボでの細胞の検出のための診断的
方法を提供することである。
【０００９】
　本発明はこのニーズに取り組み、従って技術的問題に対する解決法として、細胞のサブ
セットを、前記細胞のサブセットを特徴付けている標的に特異的な結合ドメインを用いて
検出する方法であって、該方法は、被験体からの組織サンプルにおける前記細胞のサブセ
ットをエクスビボで検出することを含み、前記被験体は、前記組織サンプルの摘出より前
に、前記結合ドメインを受けたものである方法を提供する。
【００１０】
　これまで、標的発現の検証は一般的に治療抗体ではなく、ＩＨＣに適した抗体で実施さ
れている。しかしながら、このアプローチは、標的確認の誤解釈を導きうる欠点を有する
。更に、一般的なホルマリン固定は不利益を有する(Chu W-S et al.Modern Pathol 2005;
 18:850-863)。固定化は、ＩＨＣ抗体の結合を減少（又は増強）するように表面抗原を修
飾し得、これは臨床状況を反映しない。更に、ホルマリン固定パラフィン包埋組織スライ
ドは、ＩＨＣ抗体による最適染色を得るために特殊な方法において処理されなければなら
ない（例えば、加熱による抗原回復又は特殊酵素を用いたインキュベーション）。最後に
、腫瘍関連表面抗原は、腫瘍増殖及び転移拡散間中に修飾（過剰発現、内部移行又は脱落
（shedded））され得、これは、治療を変更する（異なる結合ドメインを使用する）か、
又は与えられた治療が依然として適切か否かを決定することができるように可能な限り頻
繁に、与えられた治療の実際の効果を評価する必要性を示す。従って、治療が開始された
時点でインビボにおいて、標的発現の検証及び治療抗体の結合の実証を同時に可能にする
技術は望ましく、層別化工程を最適にするだろう。
【００１１】
　我々は、両方の問題に対処する方法を開発した。治療抗体は有機フルオロフォアで標識
され、ヒト異種移植に静脈内注入される。この報告では、我々は、標的発現及び腫瘍組織
への結合を検証するために、近赤外蛍光（ＮＩＲＦ）の有用性を示す。マウス（Ｈｅｒ２
陽性腫瘍を保有する）における５０マイクログラムのＣｙ５標識ハーセプチン又はオムニ
ターグの単回静脈内注入の後、強い蛍光シグナルが２４～４８時間後、腫瘍領域において
検出可能である。外植腫瘍組織のその後の分析は、Ｈｅｒ２特異的抗体は腫瘍細胞にのみ
結合するが、マウス組織には結合しないことを示した。対照的に、ヒトＩｇＥに対するコ
ントロール抗体ゾレアでは、蛍光シグナルは生成されない（図１－３）。このアプローチ
は、ｉ）関連標的はその「天然環境」にあり、それは結合ドメインによって結合される；
ｉｉ）原発腫瘍増殖及び転移拡散中の標的発現の修飾が検出できるｉｉｉ）腫瘍組織の外
植及び固定化が、結合ドメイン（抗体）が関連抗原に結合した後に実施されるｉｖ）治療
抗体及びＩＨＣ抗体の結合特性における差異が廃れることから、古典的ＩＨＣによる標的
抗原の一般的な検出に優る。
【００１２】
　本発明の更なる実施態様がここに特徴づけられまた記述され、請求の範囲にも反映され
ている。
【００１３】
　ここで使用される場合、単数形「a」、「an」、及び「the」は、文脈が明らかに他を示
さない限り複数系を含む。従って、例えば、「試薬（a reagent）」への言及は一又は複
数のこのような異なる試薬を含み、「方法（the method）」への言及は、ここに記載され
ている方法のために修飾又は置換されうる当業者にしられている均等な工程及び方法への
言及を含む。別段の定めがある場合を除き、一連の要素に先行する「少なくとも」なる用
語は、該一連の全ての要素を指すことが理解される。当業者はルーチン的な実験以下を使
用して、ここに記載されている本発明の特定の実施態様に均等な多くを認識又は確認でき
るだろう。このような均等なものは本発明に包含することを意図する。この明細書及び続
く請求の範囲を通して、別段の定めがある場合を除き、「含む（comprise）」、及び「含
む（comprises）」及び「含んでなる（comprising）」等のバリエーションは、記載の整
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数又は工程又は整数又は工程の群の包含を意味するが、何れかの他の整数又は工程又は整
数又は工程の群の排除を意味しないことが理解されるだろう。
【００１４】
　幾つかの文献が、この明細書の文中に引用されている。ここに引用されている各々の文
献（全ての特許、特許出願、化学文献、製造者の仕様書、指示等を含む）は、上記又は下
記に関わらず、出典明記によりそららの全体をここに援用する。ここの何も、本発明が、
先行発明によるこのような開示に先行する権利がないという承認として解釈されるべきで
はない。
【００１５】
　第一の態様では、本発明は、細胞のサブセットを、前記細胞のサブセットを特徴付けて
いる標的に特異的な結合ドメインを用いて検出する方法であって、該方法が前記細胞のサ
ブセットを前記結合ドメインを用いてエクスビボで検出することを含み、前記結合ドメイ
ンが、前記細胞のサブセットの摘出より前に、前記細胞のサブセットを含むか又は含むと
仮定される被験体に投与される方法に関する。発明の方法は、好ましくはＩＨＣ-方法に
基づく。
【００１６】
　本発明はまた、細胞のサブセットを、前記細胞のサブセットを特徴付けている標的に特
異的な結合ドメインを用いて検出する方法であって、該方法が前記細胞のサブセットを前
記結合ドメインを用いてエクスビボで検出することを含み、前記細胞のサブセットが、（
ａ）前記細胞のサブセットを含むか又は含むと仮定され（ｂ）前記結合ドメインで前処置
された被験体に由来する方法に関する。
【００１７】
　本発明の方法は、好ましくはインビトロ（又はエクスビボ）方法である。
【００１８】
　更なる態様では、本発明は、細胞のサブセットを特徴付けている標的を、前記標的に特
異的な結合ドメインを用いて検出する方法であって、該方法が前記標的をエクスビボで検
出することを含み、前記結合ドメインが、前記細胞のサブセットの摘出より前に、前記細
胞のサブセット及び／又は標的を含むか又は含むと仮定される被験体に投与される方法に
関する。
【００１９】
　本発明はまた、細胞のサブセットを特徴付けている標的を、前記標的に特異的な結合ド
メインを用いて検出する方法であって、該方法が前記標的をエクスビボで検出することを
含み、前記細胞のサブセットが、（ａ）前記細胞のサブセットを含むか又は含むと仮定さ
れ（ｂ）前記結合ドメインで前処置された被験体に由来する方法に関する。
【００２０】
　本発明の方法の好ましい実施態様では、前記細胞のサブセットは、組織サンプル内に含
まれている。
【００２１】
　結合ドメインは、標的へのそれの結合を可能にする十分な量及び時間において被験体に
投与されることが理解されるだろう。 
【００２２】
　本発明は従って、標的に特異的な結合ドメインがその天然環境において、特に、標的に
よって特徴付けられている細胞のサブセットが被験体から摘出され、ＩＨＣ固定化手順で
処理される前に標的に結合することを特徴ＩＨＣ方法に関する。標的の「天然環境」とは
従って、例えばインビボの（被験体内の）標的又は細胞培養環境における細胞株である。
「ＩＨＣ固定化手順」なる用語は、組織構造及び細胞形態の保護を確実にするために実施
されうる全てのよく知られた工程及び方法を含む。このようなＩＨＣ固定化手順はまた、
ここに例示されている。
【００２３】
　「ＩＨＣ方法」とは、特異的試薬として標識結合ドメインの使用による、前記標識によ
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って可視化される標的-結合ドメイン相互作用を通した、組織切片における標的（例えば
抗原）の局在化を意味する。前記組織切片は、組織サンプルの薄（約２－４０μｍ）切片
、又は組織サンプルがそれほど厚くなく透過可能である場合には、全体が使用されること
が考えられる。前記組織サンプルは、好ましくは例えばパラフィンに包埋される。
【００２４】
　本発明は従って、更なる実施態様では、方法、好ましくはＩＨＣ方法であって、細胞の
サブセットに特異的な標的によって特徴付けられている細胞のサブセットを検出する工程
を含んでなり、標的が、前記標的がその標的に特異的な結合ドメインによって結合される
ことを特徴とし、結合ドメインが、被験体からの細胞のサブセット（又は前記細胞のサブ
セットを含んでなる組織サンプル）の摘出より前に前記標的に結合されている方法に関す
る。
【００２５】
　別の実施態様では、本発明は、方法、好ましくはＩＨＣ方法であって、細胞のサブセッ
トに特異的な標的を検出する工程を含んでなり、標的が、前記標的がその標的に特異的な
結合ドメインによって結合されることを特徴とし、結合ドメインが、被験体からの細胞の
サブセット（又は前記細胞のサブセットを含んでなる組織サンプル）の摘出より前に前記
標的に結合されている方法に関する。
【００２６】
　エクスビボで行われる「検出」は、標準的検出技術によって実施され、それは当業者に
良く知られ、限定するものではないが、場合によってはスライド走査を含む、蛍光ベース
顕微鏡法、好ましくは近赤外ベース顕微鏡法等の任意の種類の適切なＩＨＣ検出技術を含
む。前記スライド走査は、その後の３Ｄ再構成に使用されうる。
【００２７】
　「結合ドメイン」なる用語は、本発明に関連して、任意の標的に特異的に結合／干渉す
るポリペプチドのドメインを特徴付ける。好ましくは、前記結合ドメインは、特定の抗原
又は腫瘍標的抗原、又は特定の抗原グループ、例えば異なる種における同一な抗原又は腫
瘍標的抗原に特異的に結合／干渉することができる。前記結合／干渉は、「標的の特異的
認識」を定めるとも理解される。「結合ドメイン」なる用語は具体的に、全ての種類のス
カフォールド（それらの幾つかはここに更に特徴付けられている）を含み、スカフォール
ドは少なくとも一つの抗原又はエピトープ相互作用部位によって特徴付けられる。抗原又
はエピトープ相互作用部位は、抗原又はエピトープ（すなわち、発明の標的）を特異的に
認識する抗原／エピトープ特異的結合実体によって特徴付けられる。このような抗原又は
エピトープ結合部位は、好ましくは抗体／免疫グロブリン-ドメインベースである。
【００２８】
　「標的を特異的に認識する」又は「標的に特異的」なる用語は、本発明に従い、結合ド
メイン、例えば抗体が、ここに定められている通りの標的と特異的に相互作用及び／又は
結合できることを意味する。ここで使用される場合、「結合」なる用語は、標的及び結合
ドメイン間の相互作用との関連において、結合ドメインが、一般的なタンパク質との会合
（すなわち、非特異的結合）と比較して、標的と統計的に有意な度合いで会合する（例え
ば、相互作用する又は複合体を形成する）ことを意味する。このように、「結合ドメイン
」なる用語はまた、標的と統計的に有意な会合又は結合を有するドメインを指すことが理
解される。
【００２９】
　抗原-相互作用-部位の、その特異的抗原との特異的相互作用は、抗原への前記部位の単
純結合となりうる。更に、結合ドメイン／抗原-相互作用-部位の、その特異的抗原との特
異的相互作用はあるいは、例えば抗原のコンホメーションの変化、抗原のオリゴマー形成
等の誘発に起因して、シグナルの開始をもたらしうる。本発明の「結合ドメイン」は、限
定するものではないが、抗体、ドメイン抗体（ｄＡｂ）、リポカリン、アフィボディ、ア
ビマー、ペプチドアプタマー、マイクロボディ等を含む。
【００３０】
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　本発明に従う結合ドメインの好ましい例は、抗体又はその抗原結合断片、より好ましく
はモノクローナル抗体又はその抗原結合断片、更により好ましくは治療用抗体又はその抗
原結合断片である。前記抗体又はその抗原結合断片は、最も好ましい実施態様では、標識
される。二重特異性又は多量体抗体フォーマットも考えられる。
【００３１】
　結合ドメイン（例えば抗体）は、細胞のサブセット及び／又は前記細胞のサブセットを
含んでなる前記組織サンプルが摘出される前に、また検出が実行される前に、すなわち検
出（固定化を含む）より前に、また結果的に前記細胞のサブセット及び／又は前記細胞の
サブセットを含んでなる前記組織サンプルの摘出より前に、被験体に投与される。「より
前に」とは、結合ドメインの実際の投与と細胞のサブセット及び／又は組織サンプルの実
際の摘出との間のタイムフレームが、環境に従い、結合ドメインがその標的に結合するの
に十分な時間を有することを更に意味する。前記期間は、標的、結合ドメイン、結合ドメ
インの結合特性（標的に対する親和性又は結合ドメインのアビディティー）、被験体にお
ける結合ドメインの半減期、結合ドメインの血液クリアランス（静脈内投与されるとする
）等に依存する。技術者は、しかしながら、標的に対する結合ドメインの特異的結合を可
能にするのに十分な期間を判定することができる。結合ドメインの量、投与の経路等につ
いても同じことが言える。
【００３２】
　二次結合ドメインが、第一結合ドメイン（一次結合ドメイン）を検出するために使用さ
れるとして、第一結合ドメインのみが検出より前に投与されるか、又は両方、すなわち一
次及び二次結合ドメインが検出より前に、また結果的に、前記細胞のサブセット及び／又
は前記細胞のサブセットを含んでなる前記組織サンプルの摘出より前に前述のように投与
（同時に、又は逐次に）されることがまた考えられる。一次及び二次結合ドメインは、こ
こにおいて以下により詳細に説明する。
【００３３】
　一次結合ドメインが、検出より前に、また結果として細胞のサブセット及び／又は前記
細胞のサブセットを含んでなる前記組織サンプルの摘出より前に被験体に投与されること
、及びその二次結合ドメイン（使用されるならば）が、前記細胞のサブセット及び／又は
前記細胞のサブセットを含んでなる前記組織サンプルの摘出の後に使用されることが好ま
しい
【００３４】
　第一結合ドメインを検出するために二次結合ドメインではなく一次結合ドメインのみが
使用されることがより好ましい。
【００３５】
　本発明の被験体は、結合ドメインが前記細胞のサブセット／組織サンプルの摘出より前
に投与される被験体である。あるいは、本発明の被験体は、前記組織サンプル／細胞のサ
ブセットの摘出より前に、発明の結合ドメインを受けた被験体である。発明の被験体は、
ここに定められている結合ドメインを、組織サンプル／細胞のサブセットの摘出より前に
既に有していることが考えられる。発明の被験体は、前記細胞のサブセット及び／又は標
的を有しているか又は有していると仮定される。「含むと仮定される」とは、細胞のサブ
セット及び／又は標的が存在するか、非存在か、過剰発現か又は低発現かを診断すること
を意図する。従って、興味細胞のサブセット及び／又は標的が存在するか、非存在か、過
剰発現か又は低発現かを事前に（すなわち、実際の検出が行われる前に）知っていること
は必ずしも必要ではない。本発明の被験体が、本発明の結合ドメインを含んでなる被験体
であることが更に考えられる。発明の組織サンプル及び／又は細胞のサブセットは、発明
の被験体から得られることが理解されるだろう。
【００３６】
　本発明は従って、細胞のサブセットを、前記細胞のサブセットを特徴付けている標的に
特異的な結合ドメインを用いて検出するための免疫組織化学(IHC)方法であって、該方法
が前記細胞のサブセットをエクスビボで検出することを含み、前記細胞のサブセット（又
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はここに記載の組織サンプル）が、前記組織サンプル／細胞のサブセットの摘出より前に
発明の結合ドメインを受けた被験体から得られる方法に関する。
【００３７】
　投与の経路は環境に依存し、経口投与を含むが、投与は好ましくは非経口であり、例え
ば静脈内、筋肉内、腹腔内、腫瘍内等である。静脈内投与がより好ましい。非経口投与の
調製は、無菌水性又は非水性溶液、懸濁液及びエマルションを含む。非水性溶媒の例は、
プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、植物油、例えばオリーブ油、及び注入
可能な有機エステル、例えばオレイン酸エチルである。水性担体は水、アルコール／水性
溶液、エマルション又は懸濁液を含み、生理食塩水及び緩衝媒体を含む。非経口ビヒクル
は、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキストロース、デキストロース及び塩化ナトリウム
、乳酸リンゲル、又は固定油を含む。静脈内ビヒクルは、液体及び栄養補充剤、電解質補
充剤（例えばリンゲルデキストロースに基づくもの）、及び同様なものを含む。保存剤及
び他の添加物も存在し得、例えば、抗菌、抗酸化、キレート化剤、及び不活性ガス及び同
様なものである。
【００３８】
　結合ドメインは、細胞のサブセットを特徴付けている標的に特異的であることが考えら
れる。「細胞のサブセット」なる用語は、少なくとも一つ、すなわち１、２、３、４、５
、６、７、又はそれ以上の標的によって特徴付け及び／又は同定される興味の細胞であっ
て、該標的は、この細胞のサブセットを他の細胞と区別するのを助ける。前記標的は、細
胞のサブセットに特異的であるか、又は特異的であると仮定される。 
【００３９】
　標的は、前記細胞のサブセット上か又は内に特異的に存在するか（発現）、前記細胞の
サブセット上／内において特異的に上方制御されるか（過剰発現）、前記細胞のサブセッ
ト上／内において特異的に下方制御されるか（低発現）、又は推定細胞のサブセットに特
異的に不在でありうる。従って、標的の存在又は不在だけが細胞のサブセットを特徴付け
うるだけでなく、標的の発現レベルにおける変更もまた同様である（例えば、経時の；刺
激又はインヒビターに対する応答性；比較可能なコントロール細胞の正常／天然状態と比
較して、ここで「比較可能なコントロール細胞の正常／天然状態」とは、細胞のサブセッ
トを形成している細胞と好ましくは同じ種類であるが（例えば双方が上皮細胞）、異なる
供給源から得られる／得られたのコントロール細胞を意味する）ことが理解されるだろう
。「異なる供給源」は、例えば健常な被験体から得られる細胞／組織サンプル、又は異な
るが、同じ被験体の明らかに健常な部分から得られる細胞／組織サンプルを含み、前記異
なる部分は、前記細胞のサブセットによって特徴付けられる疾患の関連症状がないと考え
られる。
【００４０】
　また、細胞のサブセットを、例えば少なくとも一つの標的が特異的に存在するが、他は
存在しない等、上述の条件の混合によって定めることも考えられる。
【００４１】
　「興味の細胞」は、どの細胞が対象でありそうでないか決定する、分析の意図、従って
選択した標的（一又は複数）に依存することを意味する。例えば、特定の腫瘍は腫瘍マー
カー、例えばβ-ＨＣＧ、ＣＡ１５-３、ＣＡ１９-９、ＣＡ７２-４、ＣＦＡ、ＭＵＣ-１
、ＭＡＧＥ、ｐ５３、ＥＴＡ、ＣＡ-１２５、ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＰＳＡ、ＰＳＭＡ、４つ
の近縁の受容体型チロシンキナーゼ：ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ-１）、ＨＥＲ２／ｃ-ｎｅｕ（
ＥｒｂＢ-２）、Ｈｅｒ３（ＥｒｂＢ-３）及びＨｅｒ４（ＥｒｂＢ-４）のサブファミリ
ーであるＥｒｂＢ受容体ファミリー等を過剰発現することがよく知られており、すなわち
、「細胞のサブセット」は、一又は複数のこれらの腫瘍マーカーを発現／過剰発現する細
胞（おそらくは腫瘍細胞）を含みうる。同様に、言及した腫瘍マーカーの一又は全てを発
現しない 細胞のサブセットを同定することが可能であり、分析の意図に依存する。
【００４２】
　細胞のサブセットを形成する細胞は、動物細胞、寄生体の細胞、例えばワーム、真菌細
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胞、細菌、ウィルス、又は原生動物でありうる。
【００４３】
　「動物細胞」なる用語は、例えば、ここに後で定められている「被験体」の細胞を含む
。腫瘍細胞が好ましい。このように、好ましい実施態様では、前記細胞のサブセットは、
腫瘍細胞（一又は複数）から成るか又は腫瘍細胞（一又は複数）を含む。
【００４４】
　「腫瘍」又は「腫瘍細胞」なる用語は、ここで使用される場合、上方制御された細胞増
殖によって典型的には特徴付けられる、哺乳類における生理的状態を指すか又は述べる。
腫瘍の例は、限定するものではないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫（髄芽細胞腫及び網膜
芽細胞腫を含む）、肉腫(脂肪肉腫及び滑膜細胞肉腫を含む)、神経内分泌腫瘍（カルチノ
イド腫瘍、ガストリノーマ、及び膵島細胞癌を含む）、中皮腫、シュワン腫（聴神経腫を
含む）、髄膜腫、腺癌、及びメラノーマを含む。「腫瘍細胞」は更に「固形腫瘍」を含み
、胃腸癌、膵臓癌、グリオブラストーマ、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、ヘパトー
マ、乳癌、結腸癌、直腸癌、 結腸直腸癌、 子宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎臓（kidn
ey又はrenal）癌、前立腺癌 、外陰癌、甲状腺癌、肝細胞癌、肛門癌、陰茎癌、精巣癌、
食道癌、胆道の腫瘍、並びに頭頸部癌の群から選択される腫瘍を指し、乳癌が好ましい。
【００４５】
　細胞株も考えられる。これらの細胞株は、「単離された形態」において使用されうる。
このような細胞株は限定されるものではなく、すなわち、本発明の意味において標的を発
現する全ての考えられる細胞が考えられる。細胞株は、同種性又は異種性でありうる。好
ましくは、前記細胞株は腫瘍細胞に由来する。
【００４６】
　「原虫」又は寄生原虫なる用語は、例えば赤痢アメーバ、又はアピコンプレックス門に
属する種（特にAdeleorina、Haemosporida及び Eimeriorinaを含む血液由来亜目を含み、
プラスモディウム属の種が好ましい）、及び／又は内部寄生虫を含む。
【００４７】
　真菌なる用語は、Aspergillus、Candida、Cryptococcus、Histoplasma、Blastomyces、
Paracoccoides、Mucor、Curvularia、Fusarium等の種を含み、菌類胞子を含む。
【００４８】
　「細菌」なる用語は、インターライク（interlike）に増殖する種を含み、例えばEsche
richia、Salmonella、Shigella、Klebsiella、Vibrio、Pasteurella、Borrelia、Leptosp
ira、Campylobacter、Clostridium、Corynebacterium、Yersinia、Treponema、Rickettsi
a、、Chlamydia、Mycoplasma、Coxiella、Neisseria、Listeria、Haemophilus、Helicoba
cter、Legionella、Pseudomonas、Bordetella、Brucella、Staphylococcus、Streptococc
us、Enterococcus、Bacillus、Mycobacterium、Nocardia等の種である。
【００４９】
　「ウィルス」なる用語は、属Picornaviridae、Caliciviridae、Reoviridae、Togavirid
ae、Flaviviridae、Orthomyxoviridae、Paramyxoviridae、Rhabdoviridae、Coronavirida
e、Bunyaviridae、Arenaviridae、Rteroviridae、Parvoviridae、Papovaviridae、Adenov
iridae、Herpesviridae、Poxviridae、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、ＨＩＶ、ＨＴＬＶ、イ
ンフルエンザウイルス、ヘルペスウイルス、ポックスウイルスのウィルスを含み、全ての
既知のサブタイプ及びバリエーションを含み、ＨＢＶ、ＨＣＶ及びＨＩＶが好ましい。
【００５０】
　このように定めた細胞のサブセットはそれ自体で同種性である必要はなく、すなわち、
異なる細胞タイプ（異種性細胞）がグループ化されること考えられ、例えば全ての異なる
細胞が、これらの細胞を特徴づけるか又は特徴づけると仮定される所望の標的を発現する
ためグループ化され－例えば腫瘍マーカーを発現している細胞又はサイトカイン又はホル
モン受容体の様な受容体を発現している細胞である。しかしながら、細胞のサブセットは
同種性、すなわち、一つの同じ細胞タイプ（例えば上皮細胞、線維芽細胞等）から主に成
ることも考えられる。腫瘍は通常は、該腫瘍に似た細胞のタイプによって分類され、従っ
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て、腫瘍細胞はしばしば同種性である。同種性腫瘍の一般的な分類の例は：癌腫（上皮細
胞由来の悪性腫瘍であり、乳房、前立腺、肺及び結腸癌の一般形態を含む）；肉腫（結合
組織又は間葉系細胞由来の悪性腫瘍）；リンパ腫及び白血病（造血（血液形成）細胞由来
の悪性腫瘍）；胚細胞腫瘍（全能細胞由来の腫瘍－成人では精巣及び卵巣に最もよく見ら
れる；胎児、乳児、及び幼児では正中、特に尾骨の先端で最もよく見られる）；芽細胞腫
瘍又はブラストーマ（未成熟又は胚組織に似た腫瘍（通常は悪性）を含む。これらの腫瘍
の多くは小児に最も一般的である。言及したこれらの全ての腫瘍は、細胞のサブセットを
それぞれ形成うる。同様に、言及した細胞においてより限定した腫瘍細胞のサブセットを
定めることも可能であり、例えば、少なくとも一つの標的、例えばＥｒｂＢ受容体ファミ
リーの受容体、を発現する、過剰発現する及び／又は低発現するそれらの腫瘍細胞である
。細胞のサブセットは、例えば、ＥｒｂＢ受容体ファミリーの受容体、例えばＨｅｒ２／
ｎｅｕ受容体を過剰発現する腫瘍細胞である。
【００５１】
　前記細胞のサブセットは組織サンプルに含まれるか、又はそれ自体が組織サンプルであ
る（例えば、腫瘍由来の腫瘍細胞、細胞培養物において増殖された細胞株、単離され好ま
しくは所望の細胞タイプに濃縮するために精製された初代細胞）。例えば腫瘍細胞及び／
又は（微小）転移はしばしば、健康な、すなわち非腫瘍形成組織によって囲まれ、すなわ
ち腫瘍細胞は次いで健康組織内で細胞のサブセットを形成しうる。組織サンプルは従って
、健康細胞のサブセット及び腫瘍形成細胞のサブセットを含みうる。前記腫瘍細胞のサブ
セット内において、更なる腫瘍細胞のサブセット、例えばＨＥＲ２／ｎｅｕを発現／過剰
発現する腫瘍細胞を定めることが可能でありうる。また、例えばウィルス又は他の病原性
種（細菌、原生動物等）が、組織サンプルに含まれることも考えられる。このような細菌
はこの組織サンプル内に細胞のサブセットを形成し得、又は例えば細胞内細菌を有する細
胞が組織サンプル内に細胞のサブセットを形成しうる。前述したように、組織サンプルは
、全て細胞のサブセットから成ることも考えられる。「組織」、「組織サンプル」、「組
織切片」等の用語は互換可能に使用されることが理解されるだろう。更に、本発明の方法
は、細胞のサブセット（組織サンプルに含まれていてもよい）を用いて実施されうること
も考えられる。
【００５２】
　組織サンプルは生検、例えば針生検、外科生検、骨髄生検等によって得られうる。
【００５３】
　「標的」又は「前記細胞のサブセットを特徴付けている標的」なる用語は、結合ドメイ
ンが結合し、所望の細胞のサブセットに特異的であるか又は特異的であると仮定される全
ての構造／抗原／エピトープを含む。「特異的」とは、この標的が前記細胞のサブセット
を特徴付けていることを意味し、すなわち、それはこれらの細胞上（内）に主に存在又は
主に非存在するか、又はこれらの細胞の上又は内に過剰-又は低-発現される。「主に」と
は従って、生体システムでは、所望の細胞のサブセットが時間にわたって不変なままであ
る状況を得ることがほぼ不可能であるという事実を反映する。標的は、生物学的状態、例
えば疾病又は疾患並びに病原体の存在と関連しうる。標的が特定の生物学的状態「と関連
している」場合、標的の存在又は非存在、又は所定量の標的の存在又は非存在は生物学的
状態を識別できる。
【００５４】
　「標的」とは、本発明との関連においては、特に、タンパク質、ペプチド、酵素、核酸
、多糖、脂質、受容体、細胞標的、及び／又は腫瘍抗原又はその存在（定性的）及び／又
はその量（定量的）に興味があり細胞のサブセットを特徴付けている任意の他の種類の構
造／抗原／エピトープを含む。好ましくは、前記標的（その存在、非存在又は量）は、特
定の疾患、好ましくは癌に対して予後的価値を有する。
【００５５】
　「細胞標的」は、全ての種類のエピトープ／抗原／構造を含み、好ましくは細胞表面上
にあり、細胞のサブセットを特徴づけ、例えばＣＡＭ、例えばＮＣＡＭ、ＩＣＡＭ-１、
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ＶＣＡＭ-１、ＰＥＣＡＭ-１、Ｌ１、ＣＨＬ１、ＭＡＧ、インテグリン、例えばαｖβ３
及びαｖβ５インテグリン、セレクチン、ＣＤ抗原、例えばＣＤ１ｄ、例えば樹状細胞、
腸上皮細胞、Ｂ細胞サブセット、ＮＫＴ細胞サブセットを標的にするのに使用されうる；
ＣＤ１１ａ、ｂ、ｃ、ｄ；ＣＤ１４及びＣＤ１６／１８、例えばマクロファージを標的に
するのに使用されうる；ＣＤ２３、例えばＩｇＭ又はＩｇＤを発現している活性化成熟Ｂ
細胞（特にマントル細胞）、活性化単球／マクロファージ、Ｔ細胞サブセット、血小板、
好酸球、ランゲルハンス細胞、濾胞樹状細胞、又は腸上皮を標的にするのに使用されうる
；ＣＤ５４（ＩＣＡＭ-１としても知られる）、例えばＢ及びＴ細胞及びＢ細胞前駆体、
単球、破骨細胞、内皮細胞、及び様々な上皮細胞を標的にするのに使用されうる；ＣＤ５
７、例えばＮＫサブセットの細胞、Ｔ細胞サブセット、神経外胚葉組織、網膜、脳、前立
腺、腎近位尿細管を標的にするのに使用されうる；ＣＤ６４（ＦｃガンマＲＩとも呼ばれ
る）、マクロファージ／単球、活性化顆粒球、樹状細胞又は早期骨髄系細胞を標的にする
のに使用されうる；ＣＤ９１（低密度リポタンパク質受容体関連タンパク質１（ＬＲＰ１
）としても知られる；α２マクログロブリン受容体とも呼ばれる）、線維芽細胞、樹状細
胞、マクロファージ、肝臓、脳、又は肺組織を標的にするのに使用されうる、並びにＣＤ
-２０、ＣＤ-４５等である。更に、該用語は抗ＣＤ抗体に、異なる起源（乳房、結腸、肺
、前立腺、卵巣、肝臓及び膵臓）の癌幹細胞によって発現される抗原に、分子性危険シグ
ナル、ＴＬＲ、細菌毒素、例えばＷＯ２００６／１１４３０８に記載の神経細胞に対する
「ｔｒａｐｏ」又はＤＥＣ-２０５（典型的には樹状細胞に提示される）に関する。更に
、該用語は、例えば脳、腎臓、肺、皮膚、又は心臓などの特定の臓器又は組織に特異的で
ありうる血管ホーミングペプチドに関する。より好ましくは、該用語は、Arap, W. et al
. Proc. Natl Acad Sci. U.S.A., 99:1527-1531 (2002); Rajotte, D. et al., J. Clin 
Invest., 102:430-437 (1998); Pasqualini, R., and Ruoslahti, E. (2002) Nat. Rev. 
Cancer 2:83; Rajotte, D. and Ruoshlati, E., J. Biol. Chem. 274:11593-11598 (1999
); Essler, M., and Ruoshlati, E., Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A., 99:2252-2257 (20
02)に記載されているようなペプチドに関する。 
【００５６】
　「受容体-分子」又は「受容体」なる用語は、リガンドに結合し典型的にはシグナルを
伝達する細胞膜上又は細胞質又は細胞核内のタンパク質に関し、例えば代謝型受容体、Ｇ
タンパク質共役型受容体、ムスカリン性アセチルコリン受容体、アデノシン受容体、アド
レノセプター、ＧＡＢＡ受容体、アンジオテンシン受容体、カンナビノイド受容体、コレ
シストキニン受容体、ドーパミン受容体、グルカゴン受容体、代謝型グルタミン酸受容体
、ヒスタミン受容体、嗅覚受容体、オピオイド受容体、ケモカイン受容体、カルシウム感
知受容体、ソマトスタチン受容体、セロトニン受容体、セクレチン受容体、Ｆｃ受容体又
は受容体チロシンキナーゼ（ＲＴＫ）である。受容体チロシンキナーゼファミリーは、多
くのポリペプチド増殖因子、サイトカイン及びホルモンに対する高親和性細胞表面受容体
から成り、特にエフリン受容体（Ｅｐｈ受容体ファミリー）、ＲＥＴ受容体ファミリー；
特にＶＥＧＦＲ１（Ｆｌｔ-１）、ＶＥＧＦＲ２（Ｆｌｋ-１／ＫＤＲ）及びＶＥＧＦＲ４
（Ｆｌｔ-４）を含んでなるＶＥＧＦ-受容体ファミリー、及びＦＧＦＲ１、ＦＧＦＲ２、
ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４及びＦＧＦＲ６によって例示される線維芽細胞増殖因子受容体フ
ァミリーを含む。４つの近縁の受容体チロシンキナーゼ：ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ-１）、Ｈ
ＥＲ２／ｃ-ｎｅｕ（ＥｒｂＢ-２）、Ｈｅｒ３（ＥｒｂＢ-３）及びＨｅｒ４（ＥｒｂＢ-
４）のサブファミリーであるＥｒｂＢ受容体ファミリーも含まれ、特に好ましい。
【００５７】
　「核酸」なる用語は、当業者に知られている何れかの核酸を指し、例えばＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、一本鎖ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＰＮＡ又はその誘導体などのポリヌクレオチドである。
【００５８】
　「タンパク質」なる用語は、何れかの興味のポリペプチドを含み、治療的に活性なタン
パク質、酵素、マーカータンパク質等を含む。
【００５９】
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　「ペプチド」なる用語は、アミド結合により少なくとも２つのアミノ酸（好ましくはア
ルファ-アミノ酸）、すなわち、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、及びそれ以上、３０までのアミノ酸を結合することによって形成され
る分子を指す。
【００６０】
　「酵素」なる用語は、細胞のサブセットに特異的であるか又は特異的であると仮定され
ている触媒活性タンパク質を含むことを意味し、例えば、腫瘍細胞等においてしばしば過
剰発現されるメタロプロテアーゼ等である。
【００６１】
　「脂質」なる用語は、細胞のサブセットを特徴づけることができる全ての種類の脂質を
含むことを意味し、受容体、キナーゼ又はホスファターゼ等のタンパク質に結合し、次い
でこれらの脂質の作用を特定の細胞応答に媒介する脂質メッセンジャーを含む。
【００６２】
　「多糖」なる用語は、重合糖鎖構造を意味し、グリコシド結合によって結合される繰り
返し単位（単-又は二-糖）から形成され、細胞の表面に提示される多糖（例えばＭＵＣ-
１）、細菌又はウィルスカプセル又はエンベロープを形成するか又はその一部である多糖
、グラム陰性細菌のリポ多糖（ＬＰＳ）等を含む。
【００６３】
「腫瘍抗原」なる用語は、「腫瘍マーカー」と交換可能であり、腫瘍特異的抗原及び腫瘍
関連抗原、好ましくは原発腫瘍増殖及び転移に関与する腫瘍関連抗原を含む。「腫瘍抗原
」は、幾つか挙げると、β-ＨＣＧ、ＣＡ１５-３、ＣＡ１９-９、ＣＡ７２-４、ＣＦＡ、
ＭＵＣ-１、ＭＡＧＥ、ｒａｓ、ｐ５３、ＥＴＡ、ＣＡ-１２５、ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＰＳＡ
、ＰＳＭＡ、Ｅｐ-ＣＡＭ、ＣＤ３３、ＣＤ４４ｖ６、ＭＣＳＰ、ＣＤ３０、４つの近縁
の受容体型チロシンキナーゼ：ＥＧＦＲ（ＥｒｂＢ-１）、ＨＥＲ２／ｃ-ｎｅｕ（Ｅｒｂ
Ｂ-２）、Ｈｅｒ３（ＥｒｂＢ-３）及びＨｅｒ４（ＥｒｂＢ-４）のサブファミリーであ
るＥｒｂＢ受容体ファミリー、アンジオポエチン及びそれらの受容体、アンジオポエチン
及びそれらの受容体、ＣＤ９；ＣＤＣＰ１；ＣＳＦ１Ｒ；ＣＹＲ６１；ＨＥＲ３；ＨＰＮ
（＝ヘプシン）；ＴＤＧＦ１；ＴＲＯＰ２；ＣＤ４４；ＩＧＦ１Ｒ；ＴＷＥＡＫ；ＥＧＦ
Ｒ及びＰＬＧＦ及び／又はｃ-ｍｅｔに例示される（限定するものではない）。
【００６４】
　また、細菌、ウィルス又はここに記載されている他の病原生物は、好ましくはこれらの
病原生物が細胞（宿主細胞）に含まれる場合に、標的を形成しうる。宿主細胞は次いで、
前記標的（細菌、ウイルス）によって特徴付けられる。
【００６５】
　細胞のサブセットの表面に存在する標的は、特に好ましい（単一標的又はその組合せと
して）。 
【００６６】
　診断的価値のある標的は更により好ましい。「診断的価値」とは、標的の存在又は不在
又は上方制御又は下方制御が、特定の疾患に対する診断的価値を有することが既に知られ
ている又は将来知られることを意味する（例えば乳癌に対するＨＥＲ２／ｎｅｕ）。
【００６７】
　「エクスビボ」なる用語は、インビトロと互換可能であり、管理環境における細胞に実
施される活動を指す。本明細書中及び当分野で使用される場合、この用語はしばしば「培
養物中で」と互換可能に使用され、細胞培養物における細胞又は臓器培養物における細胞
を指しうる。
【００６８】
　従って、別の態様では、本発明は、細胞のサブセットを検出するための、及び／又は前
記細胞のサブセットを特徴付ける標的を検出するための方法であって、前記細胞のサブセ
ットを特徴付ける標的に特異的な結合ドメインを用いる方法に関し、該方法は前記細胞の
サブセットをインビトロで検出することを含み、ここで前記結合ドメインは、前記細胞の
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サブセットの検出より前に、及び／又は前記標的の検出より前にその標的に結合している
。
【００６９】
　好ましい実施態様では、前記細胞のサブセットは、組織サンプル内に含まれている。
【００７０】
　本発明の結合ドメインは、好ましくは標識される。 
【００７１】
　標識とは、発明との関連では、分光的、光化学的、生化学的、免疫化学的、又は化学的
手段によって検出可能な化合物又は組成物を指す。 
【００７２】
　標識は、直接的に又は間接的に検出可能でありうる。 
【００７３】
　「直接的に」とは、標識それ自体が、放射性、発色性、又は蛍光性シグナル等のシグナ
ルを生成することを意味する。直接的標識は、放射標識、蛍光標識、高電子密度試薬等を
含む。直接的標識は、結合した結合ドメインを定量化及び／又は検出（定性的に）するた
めに使用できる測定可能なシグナルを有するか又は生成する。蛍光標識が、好ましい直接
的標識である。 
【００７４】
　本発明の幾つかの実施態様では、前記検出は直接的免疫組織化学によって為され、前記
標識（好ましくは蛍光標識）結合ドメインの存在を検出することを含む。前記結合ドメイ
ンは、より好ましくは抗体である。
【００７５】
　二次結合ドメインが使用されない場合は、一次結合ドメインが直接的に標識されること
が理解されるだろう。
【００７６】
　「間接的に」とは、標識が、例えば、それ自体が検出可能である別の実体（検出実体）
によって結合されることを意味する。間接的検出又は間接的標識は、間接的標識に対する
、第二の直接的又は間接的検出可能結合ドメインの結合を含む。例えば、発明の結合ドメ
インの間接的標識は、結合パートナーのリガンドであり得、例えば、ストレプトアビジン
の結合パートナーであるビオチン、又は特異的にハイブリダイズできる相補配列の結合パ
ートナー等であるヌクレオチド配列である。「間接的標識」とは従って、一次結合ドメイ
ンが操作され、その操作（例えばビオチン標識）に特異的な第二の結合ドメイン（時々、
検出実体とも呼ばれる）によって検出されることができることを特徴とする。 
【００７７】
　好ましい実施態様では、前記結合ドメインは抗体（一次抗体）であり、前記検出実体は
一次抗体（の標識）と特異的に反応する二次抗体である。 
【００７８】
　間接的及び直接的標識が混合されることも考えられる。例えば、直接標識が既にシグナ
ルを生成できるが（例えばＦＩＴＣのような蛍光標識）、例えば該標識に特異的に結合す
る直接標識（抗ＦＩＴＣ抗体）で標識された二次結合ドメインが、一次シグナルの標識に
結合し、それにより検出可能シグナルを増加されうる。このような手段及び方法は、当業
者、特に免疫化学の分野の実践者によく知られている。
【００７９】
　被験体に投与される（又は被験体に含まれている）結合ドメインの集団の少なくとも１
０％が、直接又は間接標識で標識されていることが好ましい。好ましくは、被験体に投与
される結合ドメインの集団の５０、６０、７０、８０、９０％より大又は１００％が、直
接又は間接標識で標識されていることが好ましい。
【００８０】
　別の実施態様では、一次結合ドメイン（例えば抗体）はそれ自体標識されないが、一次
結合ドメインに結合する二次結合ドメイン（検出実体）によって検出される／検出可能で
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ある（例えばマウスにおいて産生された一次非標識抗体は、別の種において産生され、マ
ウス抗体に特異的に結合する第二の標識抗体によって検出される（例えばヤギ抗マウス）
）。二次結合ドメインは直接的に又は間接的に標識される。このような抗体検出サンドイ
ッチはよく確立されていて、当業者はこのようなシステムを作成／確立又は作成するのに
問題はないだろう。
【００８１】
　免疫組織化学に使用される最も一般的な固定液はパラホルムアルデヒドであり、約１～
５％のパラホルムアルデヒドを有する様々なバッファーにおいてしばしば使用される。パ
ラホルムアルデヒドに基づいた特定のバッファーを次に例示する：
　ａ）０．１Ｍリン酸バッファー中に４％パラホルムアルデヒド
　ｂ）０．１Ｍリン酸バッファー中に０．２％ピクリン酸を伴う２％パラホルムアルデヒ
ド
　ｃ）ＰＬＰ（パラホルムアルデヒド、リシン、パラホルムアルデヒド）固定液：例えば
０．１Ｍリン酸バッファー中に４％パラホルムアルデヒド、０．２％過ヨウ素酸及び１．
２％リシン
　ｄ）０．０５％グルタルアルデヒドを伴う４％パラホルムアルデヒド
【００８２】
　これらのバッファーは発明を限定することを意図せず、組織の十分な固定を得るために
通常使用される特定条件を単に示している。標準的な固定時間は約５、１０、１５、２０
、３０分～一晩である。このように処理された組織はしばしば、その後のパラフィン包埋
プロトコル、次いで例えばキシレン及びエタノール処理等の有機溶媒におけるインキュベ
ーションを受ける。サンプルは次いで通常は、それを９５％、７０％、５０％、３０％の
アルコール（例えばエタノール）に各々数分間に置くことによって水和される。しかしな
がら、ＩＨＣに標準プロトコルは無く、すなわち、プロトコルは、使用される標的、組織
、抗体等に依存して様々であろう。これは全て当業者に知られていて、更なる困難無くル
ーチン的扱われている。特定のプロトコルは、例えばインターネットに開示されている（
Ｇｏｏｇｌｅ等の検索装置において文字列ＩＨＣプロトコルを用いて検索可能である）。
幾つかの抗原は、中程度の量のアルデヒド固定さえも生存しないだろう。この条件下では
、組織はしばしば液体窒素において新鮮凍結され、クリオスタットを用いてカットされる
。切片は、固定まで、冷アセトン又はアルコールを用いて、－２０℃以下で凍結維持され
る
【００８３】
　従って、本発明に関連して使用される標識はＩＨＣ手順、例えば固定、パラフィン包埋
、ハイブリダイゼーション等に耐えることが考えられる。標識は、ＩＨＣプロトコルを受
けた後にもまだ検出可能である場合に、「ＩＨＣ手順に耐える」。例えば：幾つかの標識
は、例えば加熱（パラフィン包埋）によって又は有機溶媒によって、又は固定バッファー
によって不活性化され得、シグナルが低すぎるか又はシグナルがもはや存在しないため、
もはや検出可能なシグナルを生成できない。標識の耐性は従って、使用される特定のＩＨ
Ｃプロトコルに依存するだろう。このように、一標識は一特定のＩＨＣプロトコルの過程
において不活性化されるが、別のＩＨＣプロトコルを使用する場合では使用可能である場
合がありうる。
【００８４】
　好ましくは、発明の標識は固定に耐え、より好ましくはホルマリンを用いるアルデヒド
固定に耐える。「耐える」とは、この点においては、前記手順後も依然として検出可能で
あることを意味し、すなわち、好ましくはその検出能の５０％より大を失わないことを意
味する。
【００８５】
　また、一次結合ドメイン及び、もし検出より前に用いられるなら二次結合ドメインも、
ＩＨＣ手順に耐えることが考えられる。
【００８６】
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　「蛍光標識」は、ここで使用される場合、フルオロフォアを含む分子を特徴付ける。フ
ルオロフォアは時々蛍光色素とも呼ばれ、特定波長のエネルギーを吸収し、異なる波長で
エネルギーを再放出する分子中における官能基である。記異なる波長は、前記特定（所定
の）波長と比較される場合、特定（所定の）波長と鑑別可能な波頭を再放出され、例えば
それはより長い波長で又はより短い波長で再放出されるが、後者の場合、低減された強度
になる。放出されたエネルギーの量及び波長は、フルオロフォア及びフルオロフォアの化
学環境双方に依存する。 
【００８７】
　ＮＩＲ蛍光標識を含む蛍光標識のカップリング方法は、当分野でよく知られている。抗
体へのこれらの標識のコンジュゲーション技術は過去数年の間で著しく成熟され、優れた
概要が、Aslam, M., and Dent, A., Bioconjugation (1998) 216-363, London, and in t
he chapter "Macromolecule conjugation" in Tijssen, P., "Practice and theory of e
nzyme immunoassays" (1990), Elsevier, Amsterdamから得られる。
【００８８】
　適切なカップリング化学は、上記引用文献(Aslam, supra)から知られている。蛍光色素
標識は、どのカップリング部分が存在するかに依存して、水性又は有機媒体において抗体
と直接反応させることができる。カップリング部分は、抗体への蛍光色素標識の化学的カ
ップリングに使用される反応基又は活性基である。蛍光色素標識は、抗体に直接結合され
るか、又はスペーサーによって抗体に結合され、抗体及びＮＩＲ蛍光色素標識を含んで成
るＮＩＲ蛍光色素標識コンジュゲートを形成する。使用されるスペーサーは、適切に長い
インビボ持続（半減期）を本質的に有するように選択又は設計されうる。
【００８９】
　蛍光標識は好ましくは、量子ドット剤、蛍光色素、ｐＨ-感受性蛍光色素、電位感受性
蛍光色素、及び蛍光標識マイクロスフェアから成る群から選択され、蛍光色素が好ましい
。
【００９０】
　「量子ドット剤」又は「量子ドット」はナノ結晶としても知られ、半導体として知られ
る物質の特殊なクラスであり、周期群のＩＩ－ＶＩ、ＩＩＩ－Ｖ、又はＩＶ－ＶＩの物質
から成る結晶である。
【００９１】
　「蛍光タンパク質」は、例えば緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ＣＦＰ、ＹＦＰ、ＢＦ
Ｐ（増強有無）を含む。更なる蛍光タンパク質は、Zhang, Nat Rev Mol Cell Biol.2002,
 12, pages 906-18 or in Giepmans, Science.2006, 312, pages 217-24に記載されてい
る。
【００９２】
　「蛍光色素」は、全種類の蛍光標識を含み、限定するものではないが、フルオレセイン
、全てのその誘導体を含み、例えばＦＩＴＣ；ローダミン、全てのその誘導体を含み、例
えばテトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）及びそのイソチオシアネート誘導体（ＴＲＩ
ＴＣ）、スルホローダミン１０１（そのスルホニルクロリドはＴｅｘａｓ Ｒｅｄを形成
する）、ローダミンレッド、及びローダミンの他の誘導体、例えばＡｌｅｘａ ５４６、
Ａｌｅｘａ ５５５、Ａｌｅｘａ ６３３、ＤｙＬｉｇｈｔ ５４９及びＤｙＬｉｇｈｔ ６
３３等の新規なフルオロフォア；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ（蛍光色素のＡｌｅｘａ Ｆｌｕ
ｏｒファミリーは分子プローブによって産生される）；ＤｙＬｉｇｈｔ Ｆｌｕｏｒ、蛍
光色素のファミリーであり、Dyomics, ATTO Dyesによって生産され、ＡＴＴＯ-ＴＥＣ Ｇ
ｍｂＨ（Siegen, ＷＯ／２００７／０６７９７８日本）によって製造される一連の蛍光標
識及び色素を表す；ラホヤブルー(Diatron, Miami, Fla.)；インドシアニングリーン（Ｉ
ＣＧ）及びそのアナログ(Licha et al., 1996, SPIE 2927:192-198; Ito et al.,米国特
許第５，９６８，４７９号)；インドトリカルボシアニン（ＩＴＣ；ＷＯ９８／４７５３
８）、及びキレート化ランタニド化合物を含む。蛍光ランタニド金属は、ユーロピウム及
びテルビウムを含む。近赤外（ＮＩＲ）蛍光標識も考えられる。励起及び放出波長が近赤
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外スペクトルにあるＮＩＲ蛍光標識が使用され、すなわち、６４０－１３００ｎｍ好まし
くは６４０－１２００ｎｍ、そしてより好ましくは６４０－９００ｎｍである。電磁波ス
ペクトルのこの部分の使用は、組織透過を最大化し、ヘモグロビン（＜６５０ｎｍ）ヘモ
グロビン水（＞１２００ｎｍ）等の生理学的に豊富な吸収体による吸収を最小化する。イ
ンビボでの使用のための理想的な近赤外蛍光色素は以下を示す：
　（１）狭スペクトル特性、
　（２）高感度（量子収率）、
　（３）生体適合性、
　（４）分離した吸収及び励起スペクトル、及び
　（５）光安定性。
【００９３】
　様々な近赤外（ＮＩＲ）蛍光標識が商業的に入手可能であり、この発明に従う蛍光実体
を調製するのに使用できる。例示的ＮＩＲＦ標識は次を含む：Ｃｙ５．５、Ｃｙ５及びＣ
ｙ７(Amersham, Arlington Hts., IL；ＩＲＤ４１及びＩＲＤ７００(LI-COR, Lincoln, N
E)；ＮＩＲ-Ｉ，(Dejindo, Kumamoto, Japan)；ＬａＪｏＩＩａ Ｂｌｕｅ(Diatron, Miam
i, FL)；インドシアニングリーン（ＩＣＧ）及びそのアナログ(Licha, K., et al., SPIE
-The International Society for Optical Engineering 1996; Vol. 2927: 192-198; US 
5,968,479)；インドトリカルボシアニン（ＩＴＣ；ＷＯ９８／４７５３８）；及びキレー
ト化ランタニド化合物及びＳＦ６４、５－２９、５－３６及び５－４１（ＷＯ２００６／
０７２５８０）。蛍光ランタニド金属は、ユーロピウム及びテルビウムを含む。ランタニ
ドの蛍光特性は、Lackowicz, J. R., Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2nd E
d., Kluwer Academic, New York, (1999)に記載されている。
【００９４】
　「蛍光マイクロスフェア」は、ＷＯ／２００７／０６７９７８に非常に詳細に記載され
、出典明記によりここに援用する。
【００９５】
　蛍光色素によって放出されるエネルギーの量及び波長は、フルオロフォア及びフルオロ
フォアの化学環境双方に依存することが知られている。従って、蛍光色素は、pH-感受性
又は電位感受性に反応し得、すなわち、それらは化学環境のこのような変化によって活性
化可能である。更なる活性化可能蛍光標識は、例えばＵＳ２００６／０１４７３７８Ａ１
、ＵＳ６５９２８４７、ＵＳ６，０８３，４８６、ＷＯ／２００２／０５６６７０又はＵ
Ｓ２００３／００４４３５３Ａ１に非常に詳細に記載され、その全てを出典明記によりこ
こに援用する。
【００９６】
　蛍光色素は、本発明の関連において好ましい。特に好ましいのは、Cy、Alexa及びDylig
htファミリーの蛍光色素である。
【００９７】
　被験体は、本発明の関連においては、動物である。好ましくは前記被験体は脊椎動物で
あり、より好ましくは哺乳類である。より好ましくは、前記哺乳類被験体はヒト、サル、
例えばカニクイザル、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ウマ、ラクダ、イヌ、ネコ
、ブタ、ウシ、ヤギ又はトリ（fowl）である。ヒト被験体が最も好ましい。非ヒト被験体
が、特定の疾病又は疾患のモデルを代表しうる。また本発明の被験体が、異種移植片、好
ましくはヒト腫瘍細胞を有することが考えられる。
【００９８】
　本発明の結合ドメインは好ましくはエピトープ結合ドメインであるか、又はそれを含む
。
【００９９】
　好ましくは、前記エピトープ結合ドメインは、抗体又はその抗原結合断片である。
【０１００】
　「抗体」なる用語は、標的に結合するモノクローナル又はポリクローナル抗体(Harlow 
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and Lane, “Antibodies, A Laboratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor, USA
, 1988を参照)、又はその結合特異性を保持又は本質的に保持している前記抗体の誘導体
を指す。このような抗体の好ましい誘導体は、例えばマウス又はラット可変領域及びヒト
定常領域を含んでなる、キメラ抗体である。「抗体」なる用語はまた、二官能性（二重特
性）抗体及び抗体コンストラクト、例えば単鎖Ｆｖｓ（ｓｃＦｖ）又は抗体-融合タンパ
ク質を含む。「ｓｃＦｖ断片」（単鎖Ｆｖ断片）なる用語は当分野でよく理解されていて
、その小サイズ及びこのような断片を組換え産生できる可能性から好ましい。前記抗体又
は抗体結合部分はヒト抗体又はヒト化抗体である。「ヒト化抗体」なる用語は、本発明に
従うと、可変領域の少なくとも一つの相補性決定領域（ＣＤＲ）、例えばＣＤＲ３、好ま
しくは全６つのＣＤＲが所望の特異性を有するヒト起源の抗体のＣＤＲと置換されている
非ヒト起源の抗体を意味する。場合によっては、抗体の非ヒト定常領域（一又は複数）は
、ヒト抗体の定常領域（一又は複数）と置換されている。ヒト化抗体の製造方法は、例え
ばＥＰ-Ａ１０２３９４００及びＷＯ９０／０７８６１に記載されている。抗体及びその
抗原結合断片なる用語はまた、重鎖抗体及びその可変ドメイン（ＷＯ９４／０４６７８、
ＷＯ９６／３４１０３及びＷＯ９７／４９８０５、ＷＯ０４／０６２５５１、ＷＯ０４／
０４１８６３、ＷＯ０４／０４１８６５、ＷＯ０４／０４１８６２及びＷＯ０４／０４１
８６７に記述されている）；並びにドメイン抗体又は「ｄＡｂ」（従来の４鎖抗体分子の
重鎖可変ドメイン（ＶＨ）又は軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に基づくか又は由来する）(例
えばWard et al.1989 Nature 341, 544-546を参照)を含む。
【０１０１】
　「抗原結合断片」なる用語は、ここで使用される場合、抗体の結合特異性を保持又は本
質的に保持しているここに記載の抗体の断片を指し、例えば分離軽及び重鎖、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ／ｃ、Ｆｖ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２である。抗原結合断片は抗体の軽鎖可変ドメ
イン（ＶＬ）及び重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含みうるが、両方を含む必要はない。Ｆｄ
断片は例えば２つのＶＨ領域を有し、しばしばインタクトな抗原結合断片の抗原結合機能
を保持している。
【０１０２】
　「エピトープ結合ドメイン」なる用語は、抗体又はその抗原結合断片に加えて、標的に
結合する（特異的に結合する）他の結合実体を含む。「エピトープ結合ドメイン」なる用
語は、例えば、別のＶ領域又はドメインと独立して抗原又はエピトープに（特異的に）結
合するドメインを含み、これはドメイン抗体（ｄＡｂ）、例えばヒト、ラクダ、サメ免疫
グロブリン単一可変ドメインであり得、又はＣＴＬＡ-４（Ｅｖｉｂｏｄｙ）；リポカリ
ン；プロテインＡ由来分子、例えばプロテインＡのＺ-ドメイン（Ａｆｆｉｂｏｄｙ，Ｓ
ｐＡ）、Ａ-ドメイン（Ａｖｉｍｅｒ／Ｍａｘｉｂｏｄｙ）；熱ショックタンパク質、例
えばＧｒｏＥＩ及びＧｒｏＥＳ；トランスフェリン（ｔｒａｎｓ-ｂｏｄｙ）；アンキリ
ンリピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎ）；ペプチドアプタマー；Ｃ型レクチンドメイン（
Ｔｅｔｒａｎｅｃｔｉｎ）；ヒトγ-クリスタリン及びヒトユビキチン（ａｆｆｉｌｉｎ
ｓ）；ＰＤＺドメイン；ヒトプロテアーゼインヒビターのサソリ毒ｋｕｎｉｔｚ型ドメイ
ン；及びフィブロネクチン（ａｄｎｅｃｔｉｎ）から成る群から選択されるスカフォール
ドの誘導体であるドメインであり得、これは天然のリガンド以外のリガンドへの結合を得
るためにタンパク質操作を受けている。ＣＴＬＡ-４（細胞傷害性Ｔリンパ球抗原４）は
、主にＣＤ４＋Ｔ細胞上に発現されるＣＤ２８ファミリー受容体である。その細胞外ドメ
インは、Ｉｇフォールド等の可変ドメインを有する。抗体のＣＤＲに該当するループは、
異なる結合特性を付与するために異種性配列で置換されてもよい。異なる結合特異性を有
するように操作されたＣＴＬＡ-４分子はＥｖｉｂｏｄｉｅｓとして知られる。更なる詳
細は、Journal of Immunological Methods 248 (1-2), 31-45 (2001)を参照のこと。
【０１０３】
　リポカリンは、ステロイド、ビリン、レチノイド及び脂質等の小疎水性分子を輸送する
細胞外タンパク質のファミリーである。それらは、異なる標的抗原に結合するよう操作さ
れうる、円錐構造の開口端に多くのループを有する剛性β-シート二次構造を有する。ア
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ンチカリンは１６０－１８０アミノ酸のサイズであり、リポカリンに由来する。更なる詳
細についてはBiochim Biophys Acta 1482:337-350 (2000)、ＵＳ７２５０２９７Ｂ１及び
ＵＳ２００７０２２４６３３を参照のこと。
【０１０４】
　アフィボディは、抗原に結合するよう操作できる、黄色ブドウ球菌のプロテインＡに由
来するスカフォールドである。ドメインはおよそ５８アミノ酸の３-ヘリックス束から成
る。ライブラリーが表面残基のランダム化によって作成されている。更なる詳細について
はProtein Eng. Des.SeI.17, 455-462 (2004)及びＥＰ１６４１８１８Ａ１を参照のこと
。
【０１０５】
　アビマーは、Ａ-ドメインスカフォールドファミリー由来のマルチドメインタンパク質
である。およそ３５アミノ酸の未変性ドメインは、規定ジスルフィド結合構造を採用する
。多様性は、Ａ-ドメインにより呈されている天然バリエーションのシャッフルによって
生成される。更なる詳細についてはNature Biotechnology 23(12), 1556 - 1561 (2005) 
and Expert Opinion on Investigational Drugs 16(6), 909-917 (June 2007)を参照のこ
と。
【０１０６】
　トランスフェリンは単量体結成輸送糖タンパク質である。トランスフェリンは、許容表
面ループへのペプチド配列の挿入によって、異なる標的抗原に結合するように操作できる
。変性トランスフェリンスカフォールドの例はトランス-ボディを含む。更なる詳細につ
いてはJ. Biol.Chem 274, 24066-24073 (1999)を参照のこと。
【０１０７】
　設計アンキリンリピートタンパク質（ＤＡＲＰｉｎｓ）は、細胞骨格への内在性膜タン
パクの結合を媒介するタンパク質のファミリーであるアンキリンに由来する。単一アンキ
リンリピートは、２つのα-ヘリックス及び一つのβ-ターンから成る３３残基モチーフで
ある。それらは、各リピートの第一α-ヘリックス及びβ-ターンにおける残基をランダム
化することによって、異なる標的に結合するように操作できる。それらの結合インターフ
ェースは、モジュールの数を増加させることによって増加させることができる（親和性成
熟方法）。更なる詳細についてはJ. MoI.Biol.332, 489-503 (2003), PNAS 100(4), 1700
-1705 (2003)及びJ. MoI.Biol.369, 1015-1028 (2007)及びＵＳ２００４０１３２０２８
Ａ１を参照のこと。
【０１０８】
　フィブロネクチンは、抗原に結合するように操作できるスカフォールドである。アドネ
クチンは、ヒトフィブロネクチンＩＩＩ型（ＦＮ３）の１５リピートユニットの第１０ド
メインの天然アミノ酸配列のバックボーンから成る。β-サンドイッチの一端の３つのル
ープは、アドネクチンが興味の治療標的を特異的に認識できるように操作できる。更なる
詳細についてはProtein Eng. Des.SeI.18, 435- 444 (2005)、ＵＳ２００８０１３９７９
１、ＷＯ２００５０５６７６４及びＵＳ６８１８４１８Ｂ１を参照のこと。
【０１０９】
　ペプチドアプタマーは、普遍的な足場タンパク質、典型的には、活性部位に挿入された
、制限された可変ペプチドループを含有するチオレドキシン(TrxA)からなるコンビナトリ
アル認識分子である。さらなる詳細についてはExpert Opin.Biol.Ther.5, 783-797 (2005
)を参照のこと。
【０１１０】
　マイクロボディーは、長さが２５～５０アミノ酸の、３～４システイン架橋を含有する
、天然に存在するマイクロタンパク質に由来し、マイクロタンパク質の例は、Ｋａｌａｔ
ａＢ１およびコノトキシンおよびノッチンを含む。マイクロタンパク質は、マイクロタン
パク質の全体的な折り畳み部分に影響を与えることなく、２５までのアミノ酸を含むよう
に操作することができるループを有する。操作されたノッチンドメインのさらなる詳細に
ついては、ＷＯ２００８０９８７９６を参照されたい。
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【０１１１】
　他のエピトープ結合ドメインは、異なる標的抗原結合特性を設計するようにスカフォー
ルドとして使用されているタンパク質を含み、ヒトγ-クリスタリン及びヒトユビキチン
（ａｆｆｉｌｉｎ）、ヒトプロテアーゼインヒビターのｋｕｎｉｔｚ型ドメイン、Ｒａｓ
-結合タンパク質ＡＦ-６のＰＤＺ-ドメイン、サソリ毒（カリブドトキシン）、Ｃ型レク
チンドメイン（テトラネクチン）を含み、Chapter 7 - Non-Antibody Scaffolds from Ha
ndbook of Therapeutic Antibodies (2007, edited by Stefan Dubel) and Protein Scie
nce 15:14-27 (2006)に総説されている。本発明のエピトープ結合ドメインは、これらの
代替タンパク質ドメインの何れかに由来しうる。更なる「エピトープ結合ドメイン」の例
は、受容体（それらのリガンドに特異的に結合）、レクチン（多糖に特異的に結合）、ジ
ンクフィンガー及びロイシンジッパー（核酸に結合）、酵素（それらの基質に特異的に結
合）、ウィルス及び細菌（例えばそれらの標的細胞に特異的に結合）、核酸（互いに特異
的にハイブリダイズ）等である。
【０１１２】
　本発明の幾つかの実施態様では、前記結合ドメインは治療的に有効である。
【０１１３】
　「治療的に有効」とは、結合ドメインそれ自体が、被験体に治療的効果をおよぼすこと
ができるか又はできると考えられることを意味し、例えば、疾患の症状または原因を軽減
する治療的に有効な抗体は、疾患を処置し、疾患などの発生を防止できる。
【０１１４】
　幾つかの実施態様では、前記治療的に有効な結合ドメインは、アレムツズマブ、アポリ
ズマブ、セツキシマブ、エプラツズマブ、ガリキシマブ、ゲムツズマブ、イピリムマブ、
ラベツズマブ、パニツムマブ、リツキシマブ、トラスツズマブ、ニモツズマブ、マパツム
マブ、マツズマブ、ｒｈＭａｂ ＩＣＲ６２、ｒｈＭａｂ Ｂ-Ｌｙ１及びペルツズマブか
ら成る群から選択される。
【０１１５】
　幾つかの実施態様では、前記被験体が、前記組織サンプル及び／又は細胞のサブセット
の摘出より前に、治療的に有効な用量において前記結合ドメインを受けていることも予想
され、すなわち、前記発明の被験体は、組織サンプル／細胞のサブセットの摘出より前に
、治療的に有効な用量の前記結合ドメインを既に含む。本発明の被験体はあるいは、前記
組織サンプル／細胞のサブセットの摘出より前に、治療的に有効な用量において発明の結
合ドメインを受けた被験体である。
【０１１６】
　本発明により、結合ドメインの２つの異なる能力を組み合わせることが可能であり、す
なわち（ａ）ＩＨＣ検出技術により標的を検出可能に標識するその能力、及び（ｂ）同時
に、治療的に活性な様式で作用するその能力を組み合わせることが可能である。従って、
ＩＨＣにおいて使用できる検出可能に標識されたマーカーと治療的に活性な薬剤が、同一
でありうる。特に今では、ＩＨＣ設定において各全ての治療抗体を用いることが可能であ
り、従ってＩＨＣ結果の信頼性を増加させる。例えば特定の腫瘍を、例えばＨＥＲ２／ｎ
ｅｕ等の腫瘍マーカーの発現レベルに応じて「グレード化」することが標準的である－こ
のような測定の予後関連性は本発明の実施態様によって改善でき、なぜなら今では、測定
はその後使用されるだろう（又は既に使用された）治療抗体を用いて実施されるからであ
る。得られたＩＨＣ測定は従って、特定の腫瘍標的（治療抗体によって「使用」もされる
）がまだそこにあるか否か、そして結果として、その同じ抗体を用いる後続治療が恐らく
成功となるか否かを仮定できるかをより正確に反映する（例えば、その治療抗体によって
使用された標的がまだそこにある場合、その同じ抗体による治療が成功の期待をもつこと
を推測しうる）。従って、２つの異なる目的に対して同じ抗体を使用することの著しい利
点である。また、ＩＨＣ染色で作用する特異的抗体を開発する必要がなく、なぜなら抗体
は、細胞のサブセット／組織サンプルが固定化等を受ける前に、その標的に既に結合して
いるからである。抗体-標的の結合反応は、従って、より厳密に実際の状況を反映する。
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【０１１７】
　更に、ホルマリン固定パラフィン包埋組織スライドは、ＩＨＣ抗体による最適な染色を
得るために特殊な方法において処理されなければならない（例えば加熱及び／又は特殊な
酵素によるインキュベーションによる抗原１の回復／アンマスクが必要である）。このよ
うな特殊な処理は本発明の教示により必要ではなく、なぜなら、抗原エピトープは、被験
体内又は細胞培養設定内において提示及び結合され、それによって、固定手順中に抗原が
マスクされ（従って、結合ドメインによって検出されないか又は誤って検出される）、そ
の標的の存在、不在又は発現の程度を示すエピトープを破壊するか又は変更しうる危険性
を防止又は低減させるからである。
【０１１８】
　本発明はまた、ここに定められている方法における、ここに定められている通りの結合
ドメインの使用に関する。
【０１１９】
　本発明はまた、ここに定められている方法において使用される組成物の調製のための、
ここに定められている通りの結合ドメインの使用に関する。前記組成物は好ましくは診断
用組成物であるが、しかしながら薬学的組成物も考えられる。
【０１２０】
　本発明はまた、ここに定められている方法において使用するための、ここに定められて
いる通りの結合ドメインに関する。従って、更なる態様では、本発明は、発明の免疫組織
化学（ＩＨＣ）方法における使用のための、細胞のサブセットを特徴付けている標的に特
異的な結合ドメインに関し、該ＩＨＣ方法は前記細胞のサブセットをエクスビボで検出す
ることを含み、前記結合ドメインは、前記細胞のサブセットの摘出より前に、前記細胞の
サブセットを含むか又は含むと仮定される被験体に投与される。本発明はまた、細胞のサ
ブセットを検出するための免疫組織化学（ＩＨＣ）方法における使用のための、細胞のサ
ブセットを特徴付けている標的に特異的な結合ドメインに関し、該方法は前記細胞のサブ
セットをエクスビボで検出することを含み、前記細胞のサブセット（又はここに記載の組
織サンプル）は、前記組織サンプル／細胞のサブセットの摘出より前に発明の結合ドメイ
ンを受けた被験体から得られる。
【０１２１】
　本発明の幾つかの実施態様では、前記細胞のサブセットは、免疫組織化学によって、好
ましくは直接的免疫組織化学によって検出される。
【０１２２】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）は、直接標識された（直接的ＩＨＣ）又は間接的に標識された
（間接的ＩＨＣ）結合ドメインの使用による、組織切片における標的（例えば抗原）及び
／又は標的を提示している細胞のサブセットの局在化であり、結合ドメインは、特異的標
的-結合ドメイン相互作用を通してそれらの標的と反応する。これらの相互作用は次いで
、記述した標識によって可視化される。
【０１２３】
　組織における抗原の免疫組織化学（ＩＨＣ）検出に使用される主に２つのストラテジー
があり、直接的方法及び間接的方法である。免疫組織化学染色の直接的方法は、一つの直
接標識された結合ドメインを使用し、それは、染色される標的に直接結合する。直接的方
法は、従って一工程染色方法であり、例えば組織切片において抗原と直接反応する標識抗
体（例えばＦＩＴＣがコンジュゲートした抗血清）を含む。この技術は一つのみの抗体を
使用し、従って手順は単純で速い。この直接的ＩＨＣ方法は、本発明より前に使用されて
いる「一般的なフォーマット」において実施される場合、わずかなシグナル増幅による感
受性の問題を有することが知られている。これはおそらく、標的それ自体が固定化工程の
過程中に既に変更されることに起因し、これは「検出可能な」標的の量を著しく低減させ
、結果として標的に結合し標的を検出しうる結合ドメインの量も低下させする。しかしな
がら、驚くべきことに、本発明の教示を適用することによって、すなわち検出より前に、
従って組織の摘出より前に、また組織の固定化より前に、直接的に標識された結合ドメイ
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ンを標的と反応させることによって、直接的に標識された一次結合ドメインによって標的
を検出することが実際に可能である（すなわち、一次結合ドメインに特異的に結合する第
二の結合ドメインによってシグナルを「増幅」する必要がない）ことを示すことができた
。
【０１２４】
　本発明の他の実施態様では、前記細胞のサブセットは、間接的免疫組織化学によって検
出される。免疫組織化学染色の間接的方法は、プローブされる標的に対する一結合ドメイ
ン、及び第一に対する、第二の標識された結合ドメインを使用する。前記結合ドメインが
抗体（一次抗体）であり、前記検出実体が一次抗体（の標識）と特異的に反応する二次抗
体である方法が考えられる。
【０１２５】
　間接的方法は、標的と反応する一次抗体（第一の層－通常は非標識）、及び一次結合ド
メインと反応する標識された二次結合ドメイン（第二の層）を含む。二次結合ドメインは
例えば、一次抗体が産生された動物種のＩｇＧに対して産生される。
【０１２６】
　本発明の方法の幾つかの実施態様では、前記免疫組織化学は次の工程によって特徴付け
られることが考えられる：
　（ａ）細胞のサブセット及び／又は結合ドメインが結合した前記細胞のサブセットを含
んでなる前記組織サンプルを含んでなる手段（例えばスライド）を提供する工程；
　（ｂ）場合によっては前記組織サンプルを固定化する工程；
　（ｃ）場合によっては前記組織サンプルを脱水する工程；
　（ｄ）場合によっては組織サンプルをパラフィン処理させる工程；
　（ｅ）結合ドメイン、従って細胞のサブセットを直接的に又は間接的に検出する工程。
【０１２７】
　「固定」又は「固定化」とは、その後のＩＨＣ手順のために標的／細胞のサブセット／
前記細胞のサブセットを含んでなる組織サンプルを調製するのに適した固定化手順を意味
する。「固定化」は、組織構造及び細胞形態の保護を確実にするために特に実施される。
適切な固定化条件はよく知られており、ここにも開示されている。あるいは、組織／サブ
セットが低温凍結によって（例えば液体窒素において）保存されることも考えられる。
【０１２８】
　上記の全ての前処理工程／測定は、「固定化」なる用語の範囲内であり、すなわち、固
定化は具体的に、ホルムアルデヒド、パラホルムアルデヒド等の固定化剤による固定化；
及び／又は組織サンプル／細胞のサブセットの低温凍結、及び／又は場合によってはパラ
フィン又は類似な薬剤における組織／細胞のサブセットの包埋を含む。固定化手順は標的
の量及び／又は質に影響し、結果を望まない様式に変更しうるため、結合ドメイン（例え
ば標的に特異的な一次抗体）が、前記標的を提示している組織／サブセットが固定化手順
を受ける前に、その標的に結合されることが有利であるという驚くべき発見に、本発明の
主旨が基づくことが理解されなければならない。
【０１２９】
　組織／サブセットはまた、パラフィン処理されうる（通常は固定化後）。
【０１３０】
　異なるＩＨＣプロトコルを実行に移す手段及び方法は当業者によく知られており、余計
な面倒無く特定の組織／細胞のサブセット／興味の標的に適用されてきており、将来もさ
れ／可能である。これらの例示的なプロトコルを以下に示すが、しかしながらプロトコル
は単に説明であり、本発明の範囲を限定することを意図しない。
【０１３１】
Ａ．　細胞株
培養された細胞を無菌ガラスカバースリップ又はスライド上で一晩増殖させる
ＰＢＳで短く洗浄する
所望であれば固定化する。手順は以下を含みうる：：
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ＰＢＳ中に１０％のホルマリンで１０分（湿らせたまま）
氷冷メタノールで５分、空気乾燥させる
氷冷アセトンで５分、空気乾燥させる
ＰＢＳにおいて洗浄する
【０１３２】
Ｂ．　凍結切片
液体窒素又は液体窒素において事前冷却されたイソペンタンにおいて瞬間凍結した新鮮な
組織をＯ．Ｃ．Ｔ．化合物に包埋させる。凍結塊を－８０℃で保存する。
【０１３３】
約４－８μｍの厚さのクリオスタット切片にカットし、スーパーフロストプラススライド
又はゼラチンコーティングスライドに載せる。必要であるまでスライドを－８０℃で保存
する。
【０１３４】
染色の前に、スライドを室温で３０分間温め、氷冷アセトンにおいて５分間固定させる。
３０分間空気乾燥させる。
ＰＢＳにおいて洗浄する
【０１３５】
Ｃ．　パラフィン切片
切片をキシレンにおいて、２ｘ５分脱パラフィン化させる。
１００％エタノールで、２ｘ３分水和させる。
９５％エタノールで、１分水和させる。
【０１３６】
　固定化手順は次のように実施されることが好ましい；
【０１３７】
切片をキシレンにおいて約３ｘ約１分脱パラフィン化させる；
１００％エタノールで、約２ｘ約１分水和させる；
９０％エタノールで、約１分水和させる；
８０％エタノールで、約１分水和させる；
７０％エタノールで、約１分水和させる；
水で約１分。
【０１３８】
メイヤーのヘマトキシリンで約１分間染色
流水で約０，５分～２分洗浄する
水で約１０秒
０，１％エオシン、約１分
【０１３９】
７０％エタノールで、約５秒水和させる；
８０％エタノールで、約１０秒水和させる；
９０％エタノールで、約１０秒水和させる；
１００％エタノールで、約１０秒水和させる（切片を顕微鏡において検査）；
キシレン、約１分。
【０１４０】
　上記プロトコルにおける「約」なる用語は、１００％までの逸脱を含む（時間間隔に関
して）。また、例えば２回実施されると言われている工程が、３回又は１回のみ等実施さ
れることが考えられ－当業者は、上記プロトコルをある程度補正できることが可能なこと
を理解している。上記プロトコルは単に、効果的な固定化手順を実施するためのガイドラ
インとしての役割を果たすことが理解される。
【０１４１】
　それぞれの切片が蛍光顕微鏡によって調査されうることが考えられる。
【０１４２】
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　我々は５０マイクログラムのＣｙ５標識ハーセプチン、オムニターグ及びゾレアを、Ｃ
ａｌｕ３（Ｈｅｒ２陽性腫瘍）保有マウスに注入した。ハーセプチン及びオムニターグは
Ｈｅｒ２に対する治療抗体であり（ポジティブコントロール）、ゾレアはヒトＩｇＥに結
合する抗体である（ネガティブコントロール）。注入の４８時間後、強い蛍光シグナルが
ハーセプチン-Ｃｙ５及びオムニターグ-Ｃｙ５処置マウスの腫瘍領域で検出可能であるが
、ゾレア-Ｃｙ５処置グループは腫瘍にｎｏｗ蛍光シグナルを示した（図１ａ－ｃ）。イ
ンビボイメージング後、腫瘍を外植し、ホルマリンに固定し、その後脱水しパラフィンに
包埋した。パラフィン包埋組織を２μｍのスライスにカットし、顕微鏡スライドの載せ、
３９°Ｃにより一晩インキュベートした。外植腫瘍組織のその後の分析は、Ｈｅｒ２特異
的抗体は腫瘍細胞にのみ結合し、マウス組織には結合しないことを示した。対照的に、ヒ
トＩｇＥに対するコントロール抗体ゾレアでは、蛍光シグナルは生成されない（図３ａ－
３ｃ）。
【０１４３】
　腫瘍細胞に対する標識抗体の特異的結合を検証するために、我々は新規に開発された染
色手順を使用し、これは、明視野及び一組織スライドからの蛍光情報を得ることを可能に
する。通常の染色手順では、２つの連続的組織スライドが必要となる。一つのスライドは
ヘマトキシリン（好塩基性構造）／エオシン（好酸性構造）染色のためであり、非常に詳
細な微細な構造の形態概要を提供する。第二のスライドは、Ｃｙ５標識抗体の蛍光シグナ
ルを可視化するのに使用される。これらの通常方法の不利益は、２つの組織スライドの形
態学的差異と、細胞核及び細胞組織の蛍光染色のための更なる調製時間である。我々の新
規なアプローチにより、これらの情報を一つのスライドから得ることができる。これのた
めに、我々は、既存ロシュヘマトキシリン／エオシン染色プロトコルの濃度及びインキュ
ベーション時間を変化させた。ヘマトキシリン及びエオシンは蛍光条件下で活性を示し、
従って我々は明視野測定とおおよそ同じ形態学的詳細を可視化することができる。我々の
特別の蛍光カメラシステム(Nuance; CRi)により、異なるフルオロフォアの蛍光スペクト
ルを分離することが可能である。これらのマルチスペクトルイメージングシステムは、分
子マーカーを、それらが単一組織切片に共局在する場合であっても、使用者が定量化する
のを可能にし、複数標識組織切片における各個々の標識の明瞭で正確なイメージングを生
成する。これらのシステムはまた、Ｎｕａｎｃｅ蛍光画像における自己蛍光を非混合して
除去する強力な能力を我々に提供し、これによってノイズに対するシグナルが劇的に増加
され、結果の正確性を改善する。新規な方法では、我々は最初に、明視野において、組織
スライドの最適化ヘマトキシリン／エオシン染色を測定した（図２ａ－２ｃ）。次いで同
じスライド領域を蛍光に変更し、ヘマトキシリン及びエオシンシグナル＋Ｃｙ５標識抗体
シグナルを測定した。Ｎｕａｎｃｅシステムは、これらの３つの蛍光シグナルを残りの不
必要スライド情報（例えば自己蛍光）と分離し、それらを一つの画像にまとめた（図３ａ
－３ｃ）。
【０１４４】
　従って、本発明の方法は好ましくは上記のように実施されることが考えられる。特に、
細胞のサブセット（好ましくは組織サンプルに含まれている）は、ヘマトキシリン／エオ
シンで染色され、その後、異なるフルオロフォアの蛍光スペクトルを分離できる蛍光検出
装置（例えば蛍光カメラシステム（Ｎｕａｎｃｅ；ＣＲｉ））又はオリンパスからの同等
なシステムで分析されることが考えられる。その目的のために使用又は設計され得るソフ
トウェア等は、当業者によく知られている。
【０１４５】
　一旦「シグナル」が得られたら、シグナルが標的の分布を真に反映していると証明する
のがまた、いくらか難しい問題である。単純なネガティブコントロールは、標的のＲＮＡ
がリボヌクレアーゼプロテクションにより発現されないことが分かっている組織における
発現の不在、及びｉｎ ｓｉｔｕハイブリダイゼーションによって見られる発現されたＲ
ＮＡを有する標的組織の領域に対する発現の制限である。別のネガティブコントロールは
、結合ドメインを、過剰のそれが産生されたペプチド又はタンパク質を用いて結合ドメイ
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ンをプレインキュベートすることによるシグナルの除去である。ウエスタンブロットは、
一つのみのバンドが見られたら、相互作用の特異性を示唆しうる；しかしながら、ウエス
タンブロットの条件の最適化の難しさは、免疫組織化学反応における条件が最適未満であ
る可能性を示すだろう。
【０１４６】
　本発明の方法において、前記検出が、インサイツハイブリダイゼーション技術、好まし
くは蛍光インサイツハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）を更に含むことが考えられる。
【０１４７】
　本発明はまた、ここに定められている通りの結合ドメイン、及び場合によっては前記結
合ドメインを被験体に投与するための手段、及び／又はここに定められている方法を用い
て前記結合ドメインを検出するための手段を含んでなるキットに関する。前記キットは、
どのように結合ドメインを使用するか、特に本発明の方法においてどのように結合ドメイ
ンを使用するかに関する指示を含んでなるリーフレットを更に含みうる。本発明のキット
は、好ましい実施態様では、ここに記載の結合ドメイン（結合ドメインは標識されていて
、好ましくは蛍光色素標識されている）、及び更に投与手段、例えばシリンジ、前記結合
ドメインを希釈するための薬学的に許容可能な担体等、及び好ましくは、それぞれの被験
体への結合ドメインの投与において技術者を助ける技術指示（結合ドメインが、組織/細
胞のサブセットが摘出される前に投与されることが特に重要である）を含む。キットは、
一旦結合ドメインがその被験体に投与されたら前記被験体から組織サンプルを摘出するた
めの手段、及び/又は摘出した組織サンプルの固定化を可能にするバッファー等、摘出し
た組織サンプルを固定するための手段、及び／又はその後の蛍光顕微鏡法のためのガラス
スライド、及び/又は摘出した組織サンプルをパラフィン処理するためのパラフィン、及
び/又はパラフィン等を除去するための有機溶媒を更に含みうる。 
【０１４８】
　本発明はまた、細胞のサブセットを、前記細胞のサブセットを特徴付けている標的に特
異的な結合ドメインを用いて検出する方法であって、該方法が前記細胞のサブセットをイ
ンビトロで検出することを含み、前記結合ドメインが、前記細胞のサブセットの固定化よ
り前に、及び／又は前記標的の検出より前にその標的に結合している方法に関する。
【０１４９】
　本発明はまた、前記細胞のサブセットを特徴付けている標的を、前記標的に特異的な結
合ドメインを用いて検出する方法であって、該方法が前記標的をインビトロで検出するこ
とを含み、前記結合ドメインが、前記細胞のサブセットの固定化より前に、及び／又は前
記標的の検出より前にその標的に結合している方法に関する。
【０１５０】
　ここに定められている「細胞のサブセットを検出するための」方法は、更に又はあるい
は以下のために使用されうる：
　（ｉ）結合ドメインに有利に応答する傾向の被験体の同定（前記被験体は好ましくは腫
瘍を患っている被験体である）、又は
　（ｉｉ）治療、好ましくは結合ドメインに基づく抗-癌／腫瘍治療のモニタリング（す
なわち、結合ドメインが治療的に有効）、又は
　（ｉｉｉ）インビボで標的に結合可能な結合ドメインの同定、
　（ｉｖ）標的によって特徴付けられている腫瘍に治療的に有効に作用する傾向の結合ド
メインの選択；
　（ｖ）腫瘍の典型化。
【０１５１】
　「細胞のサブセットを検出する」なる用語は、ここで使用される場合、言及した細胞の
サブセットの全ての（定量的）個々の細胞が結合ドメインによって結合されてはいない（
これらの細胞が標的によって同様に特徴付けられているにも関わらず）状況を含む。腫瘍
等の細胞塊における結合ドメインの蓄積の天然の限界により、細胞のサブセットを定めて
いる全ての標的細胞は、結合ドメインに結合されないことがあり得、そして考えられる。
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【０１５２】
　有利には、本発明の方法は、治療が開始された時点でインビボにおいて、標的発現の検
証及び治療抗体の結合の実証を同時に可能にする。本発明の方法は従って、患者の層別化
に適用されうる。アジュバント設定では、患者はまず少量の標識治療抗体で処置されるだ
ろう。続いて、腫瘍組織は約２４～４８時間後、外科的に摘出され、ホルマリンに固定さ
れ、パラフィンに包埋されるだろう。腫瘍関連抗原の発現と、腫瘍細胞への抗体の特異的
結合は近赤外ベース顕微鏡法によって確認できる。
【０１５３】
　結合ドメインに有利に応答する傾向の患者の同定は、あるいは「層別化医学」とも表さ
れうる。層別化医学は、群に対して考えられ得る最良の医療結果を達成するために最も最
適な治療を選択するための、分子診断試験の使用する、共有の生物学的特性（例えばここ
に定められている標的又は細胞のサブセット）を有する患者の群の管理である。例えば、
患者におけるある腫瘍を治療するために、どの結合ドメイン（例えば、治療的に有効であ
るか又は有効であると仮定されるモノクローナル抗体）が、患者の群に又は特定の患者に
最良の結合特性を有するか特徴づけることが想定される。従って、本発明の実施態様を用
いることによって、患者に最良の結合ドメインを見つけることが可能である（オーダーメ
イド医療）。それに関して、本発明の大きな利点は、治療的に活性な結合ドメイン（例え
ば抗体）がまた、実際のインビボ状況を反映する結果を導くＩＨＣを基にした検出に使用
されうることでありる。インビボ状況は、何人かの患者は抗体Ａにより有利に応答し、他
は抗体Ｂにより有利に反応することを意味する（それに関して、両抗体は同じ抗原、例え
ばＨｅｒ２／ｎｅｕに特異的である）。結合特性における差異は従って、技術者に所定の
治療状況（例えば腫瘍）に対する最良の結合ドメインを使用するように導きうる。結合ド
メインは従って、特定の患者のために特異的に選択される。例えば、全てが同じ標的に結
合する一組の抗体を与え、これらの抗体の内どれが最もそれぞれの患者に対して有望な結
合特性を示すか試験することが想定される（オーダーメイド医療）。
【０１５４】
　「治療のモニタリング」は、今では、任意の標的又は該標的によって特徴付けられる細
胞のサブセットの存在、不在、過剰発現、低発現を、該標的及び／又はサブセットによっ
て特徴付けられる疾患の治療のために既に使用されているか又は使用されうる治療的に活
性な抗体によってモニタすることが可能であることを含む。従って、今では、例えば患者
において特異的抗体を用いて腫瘍を処置し、同じ抗体を用いて治療の「成功」をモニタす
ることが可能である。この点に関して、治療抗体が標識又は少なくとも部分的に標識され
（例えば、全抗体集団の１０％が標識され、残りは非標識）、インビボでの応答が経時に
モニタされることが考えられる。また、治療的に有効であるが非標識の抗体が時々、イン
ビボでの応答をモニタするために、標識形態における同じ抗体と交換されることも考えら
れる。
【０１５５】
　「標的にインビボで結合できる結合ドメインを同定する」とは、今では、（ａ）治療的
に有効であるか又は有効であると仮定される；又は（ｂ）治療的に有効である結合ドメイ
ンを含むか又は含むと仮定される結合ドメインのセットを提供し、これらの結合ドメイン
がそれぞれの標的に結合できるかどうか試験することが可能であり、それにより、一般的
に又は患者のサブグループにおいて又は一人の患者のみにおいて（個別化識別）、前記結
合ドメインが治療的に有効か示すことを意味する。従って、腫瘍（この腫瘍は前記標的に
よって特徴づけられる）に治療的に有効に作用する傾向の結合ドメインを選択することが
可能である
【０１５６】
　「腫瘍を典型化する」とは、腫瘍のステータス、例えばＨＥＲ２／ｎｅｕステータスを
評価することを意味する。
【０１５７】
　本発明はまた、ここに記載の方法によって同定される前記結合ドメインに有利に応答す
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る傾向の患者の治療のための、結合ドメイン、好ましくは治療に有効な抗体、例えばアレ
ムツズマブ、アポリズマブ、セツキシマブ、エプラツズマブ、ガリキシマブ、ゲムツズマ
ブ、イピリムマブ、ラベツズマブ、パニツムマブ、リツキシマブ、トラスツズマブ、ニモ
ツズマブ、マパツムマブ、マツズマブ、ｒｈＭａｂ ＩＣＲ６２、ｒｈＭａｂ Ｂ-Ｌｙ１
及びペルツズマブ等（その組合せ含む）の使用に関する。
【０１５８】
　本発明はまた、ここに記載の方法によって同定される前記結合ドメインに有利に応答す
る傾向の患者の治療における使用のための、治療的に活性な結合ドメイン、好ましくは治
療的に活性な抗体、例えばアレムツズマブ、アポリズマブ、セツキシマブ、エプラツズマ
ブ、ガリキシマブ、ゲムツズマブ、イピリムマブ、ラベツズマブ、パニツムマブ、リツキ
シマブ、トラスツズマブ、ニモツズマブ、マパツムマブ、マツズマブ、ｒｈＭａｂ ＩＣ
Ｒ６２、ｒｈＭａｂ Ｂ-Ｌｙ１及びペルツズマブ等（その組合せ含む）に関する。
【図面の簡単な説明】
【０１５９】
【図１－３】標識ハーセプチン（ａ）、オムニターグ（ｂ）及びゾレア（ｃ）を使用した
、インビボ（図１ａ、ｂ、ｃ）、ホルマリン固定パラフィン包埋ＨＥ組織スライド（図２
ａ、ｂ、ｃ）外植腫瘍組織のマルチスペクトルイメージング（図３ａ、ｂ、ｃ）のＮＩＲ
Ｆシグナル強度の相関。
【図４－６】インビボ及びエクスビボＮＩＲＦシグナル強度の相関。強いインビボ蛍光シ
グナル伝達が、Ｃｙ５標識ハーセプチン及びオムニターグによりＨｅｒ２陽性腫瘍におい
て可視化できた（図４ａ、４ｂ）。Ｃｙ５標識アービタックス、抗ＩＧＦ-１Ｒ及び抗Ｈ
ｅｒ３では、特定の蛍光シグナルは検出できなかった（図４ｃ－４ｅ）。外植したホルマ
リン固定パラフィン包埋腫瘍のエクスビボ分析がこれらの結果を確認した。標識抗体の特
異的結合は、ハーセプチン-Ｃｙ５及びオムニターグ-Ｃｙ５によってのみ可視化できたが
、アービタックス-Ｃｙ５、抗ＩＧＦ-１Ｒ-Ｃｙ５及び抗Ｈｅｒ３-Ｃｙ５は腫瘍細胞にお
いて蛍光シグナルを示さない（図６ａ－６ｅ）。
【図７】図７Ａ及び図７Ｂは緑色によって示されるＨｅｒ２遺伝子発現を示す。Ｈｅｒ２
遺伝子発現を有する細胞は、マウスストローマ細胞と同定された。図７Ｃ及び図７Ｄは、
Ｈｅｒ２遺伝子発現腫瘍細胞への、Ｃｙ５標識ハーセプチン（抗Ｈｅｒ２モノクローナル
抗体）の特異的結合を示す。
【０１６０】
　この開示は、添付の図面との組合せにおいて最もよく理解され得、参照によりここに援
用する。また、本発明の更なる理解及びその多くの利点は、説明のためであり限定するこ
とを意図しない以下の実施例から得らるだろう。
【０１６１】
実施例：
　以下の実施例は発明を説明する。これらの実施例は、この発明の範囲を限定すると解釈
されるべきではない。実施例は説明のために含まれ、本発明は請求の範囲によってのみ制
限される。
【０１６２】
実施例１
　これらの新規なアプローチの検証のために、我々は５０マイクログラムのＣｙ５標識ハ
ーセプチン、オムニターグ及びゾレアを、Ｃａｌｕ３（Ｈｅｒ２陽性腫瘍）を有するマウ
スに注入した。ハーセプチン及びオムニターグはＨｅｒ２に対する治療抗体であり（ポジ
ティブコントロール）、ゾレアはヒトＩｇＥに結合する抗体である（ネガティブコントロ
ール）。注入の４８時間後、強い蛍光シグナルがハーセプチン-Ｃｙ５及びオムニターグ-
Ｃｙ５処置マウスの腫瘍領域で検出可能であるが、ゾレア-Ｃｙ５処置グループは腫瘍に
ｎｏｗ蛍光シグナルを示した（図１ａ－ｃ）。インビボイメージング後、腫瘍を外植し、
ホルマリンに固定し、その後脱水しパラフィンに包埋した。パラフィン包埋組織を２μｍ
のスライスにカットし、顕微鏡スライドの載せ、３９°Ｃにより一晩インキュベートした
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。外植腫瘍組織のその後の分析は、Ｈｅｒ２特異的抗体は腫瘍細胞にのみ結合し、マウス
組織には結合しないことを示した。対照的に、ヒトＩｇＥに対するコントロール抗体ゾレ
アでは、蛍光シグナルは生成されない（図３ａ－３ｃ）。
【０１６３】
　腫瘍細胞に対する標識抗体の特異的結合を検証するために、我々は新規に開発された染
色手順を使用し、これは、明視野及び一つの組織スライドから蛍光情報を得ることを可能
にする。通常の染色手順では、２つの連続的組織スライドが必要となる。一つのスライド
はヘマトキシリン（好塩基性構造）／エオシン（好酸性構造）染色のためであり、非常に
詳細な微細構造の形態概要を提供する。第二のスライドは、Ｃｙ５標識抗体の蛍光シグナ
ルを可視化するのに使用される。これらの通常方法の不利益は、２つの組織スライドの形
態学的差異と、細胞核及び細胞組織の蛍光染色のための更なる調製時間である。我々の新
規なアプローチにより、これらの情報を一つのスライドから得ることができる。これのた
めに、我々は、既存ロシュヘマトキシリン／エオシン染色プロトコルの濃度及びインキュ
ベーション時間を変化させた。ヘマトキシリン及びエオシンは蛍光条件下で活性を示し、
従って我々は明視野測定とおおよそ同じ形態学的詳細を可視化することができる。我々の
特別の蛍光カメラシステム（Ｎｕａｎｃｅ；ＣＲｉ）により、異なるフルオロフォアの蛍
光スペクトルを分離することが可能である。これらのマルチスペクトルイメージングシス
テムは、分子マーカーを、それらが単一組織切片に共局在する場合であっても、使用者が
定量化するのを可能にし、複数標識組織切片における各個々の標識の明瞭で正確なイメー
ジングを生成する。これらのシステムはまた、Ｎｕａｎｃｅ蛍光画像において自己蛍光を
非混合し除去する強力な能力を我々に提供し、それによってノイズに対するシグナルが著
しく増加し、結果の正確性が改善される。新規な方法では、我々は最初に、明視野におい
て、組織スライドの最適化ヘマトキシリン／エオシン染色を測定した（図２ａ－２ｃ）。
次いで同じスライド領域を蛍光に変更し、ヘマトキシリン及びエオシンシグナル＋Ｃｙ５
標識抗体シグナルを測定した。Ｎｕａｎｃｅシステムは、これらの３つの蛍光シグナルを
残りの不必要スライド情報（例えば自己蛍光）と分離し、それらを一つの画像にまとめた
（図３ａ－３ｃ）。
【０１６４】
実施例２
　我々は第一の実施例からの結果を第二の実施例において確認した。これのために、幾つ
かの更なるＣｙ５標識抗体（アービタックス、抗ＩＧＦ-１Ｒ、抗Ｈｅｒ３）以外は、同
じ実験設定を使用した。ハーセプチン-Ｃｙ５及びオムニターグ-Ｃｙ５からの強いインビ
ボシグナルが、組織スライドにおける強いエクスビボシグナリングと相関した（図４ａ、
４ｂ、６ａ、６ｂ）。一方、アービタックス-Ｃｙ５、抗ＩＧＦ-１Ｒ-Ｃｙ５及び抗Ｈｅ
ｒ３-Ｃｙ５は、有意なインビボ及びエクスビボ蛍光を示さなかった。インビボ及びエク
スビボイメージングの結果は、実施例１の既に示したデータと完全に一致する。
【０１６５】
実施例３
　続く研究は、標識抗体が腫瘍細胞に特異的に結合するか証明することを目的とした。図
１ａからのスライドを、蛍光インサイツハイブリダイゼーションのために使用した。この
アッセイでは、Ｈｅｒ２遺伝子がホルマリン固定組織スライドにおいて検出できる。図７
ｂは、Ｃｙ５標識抗Ｈｅｒ２抗体（ハーセプチン）が、Ｈｅｒ２遺伝子を発現する細胞に
のみ結合することを示す。
【０１６６】
　発明が、前述の説明及び実施例に具体的に記載するのとは異なって実施されうることは
明らかであろう。多くの本発明の修飾及びバリエーションが、上記教示を考慮のもと可能
であり、従って、添付の請求の範囲内である。
【０１６７】
　発明、詳細な説明、及び実施例の背景において引用されている各文献（特許、特許出願
、学術論文、抄録、実験マニュアル、本、又は他の開示を含む）の全ての開示を、出典明
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